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Resumo

Como avango do aquecimento global, a exposicdo a radiagdo solar tem
aumentado, levando ao uso mais frequente de filtros solares. Um dos ingredientes
comuns nesses produtos € a oxibenzona, substancia que vem despertando
preocupacdes devido a seus possiveis efeitos toxicos para a saude humana e o meio
ambiente. A oxibenzona, pertencente a classe das benzofenonas, tem sido detectada
em diversos ambientes aquaticos. Quando em contato com agua clorada, como nas
estacdes de tratamento, ela forma subprodutos de degradagao que podem ser ainda
mais toxicos que o composto original. Apesar disso, esses subprodutos n&o sao
devidamente monitorados e ainda sdo escassos o0s estudos sobre seus efeitos
toxicos. Este projeto teve como objetivo identificar os subprodutos formados a partir
da cloracdo da oxibenzona e avaliar sua toxicidade aguda in vitro. Utilizando
espectrometria de massas, foi identificado um subproduto monoclorado (263 m/z). A
citotoxicidade da oxibenzona e de seus subprodutos foi avaliada nas linhagens
celulares L-929 (camundongo) e MRC-5 (humana), em 24 e 48 horas, pelo método
da sulforodamina B. Os resultados mostraram que os subprodutos apresentaram
maior toxicidade em concentragdes mais baixas, com geragdo de espécies reativas
de oxigénio (EROs) e danos celulares mais intensos. Ja a oxibenzona integra
apresentou toxicidade dependente da dose, com maior impacto em concentracoes
elevadas. Apds 48 horas, observou-se recuperacdo celular, sugerindo acdo de
mecanismos antioxidantes e transformacdo metabdlica para compostos menos
reativos. Comparando as linhagens, os fibroblastos humanos (MRC-5) mostraram
maior sensibilidade, enquanto os de camundongos (L-929) foram mais resistentes,
refletindo suas caracteristicas genéticas e metabdlicas. Diante dos achados,
recomenda-se a inclusao desses subprodutos nas listas de substancias monitoradas,

devido ao seu potencial risco a saude humana.

Palavras-chave: Benzofenona-3, Cloragao, Subprodutos, Citotoxicidade, Filtro Solar.



Abstract

With the progression of global warming, exposure to solar radiation has
increased, leading to more frequent use of sunscreens. One of the common
ingredients in these products is oxybenzone, a substance that has raised concerns
due to its potential toxic effects on human health and the environment. Oxybenzone,
which belongs to the benzophenone class, has been detected in various aquatic
environments. When it comes into contact with chlorinated water, such as in treatment
plants, it forms degradation by-products that may be even more toxic than the original
compound. However, these by-products are not properly monitored, and studies on
their toxic effects are still scarce. This project aimed to identify the by-products formed
from the chlorination of oxybenzone and evaluate their acute in vitro toxicity. Using
mass spectrometry, a monochlorinated by-product (263 m/z) was identified. The
cytotoxicity of oxybenzone and its by-products was assessed in L-929 (mouse) and
MRC-5 (human) cell lines at 24 and 48 hours using the sulforhodamine B assay. The
results showed that the by-products were more toxic at lower concentrations,
generating reactive oxygen species (ROS) and causing more severe cellular damage.
In contrast, intact oxybenzone exhibited dose-dependent toxicity, with greater effects
at higher concentrations. After 48 hours, a recovery in cell viability was observed,
suggesting the action of antioxidant mechanisms and metabolic transformation into
less reactive compounds. When comparing the cell lines, human fibroblasts (MRC-5)
showed greater sensitivity, while mouse fibroblasts (L-929) were more resistant,
reflecting their genetic and metabolic characteristics. Based on these findings, it is
recommended that these by-products be included in monitoring lists due to their
potential risk to human health.

Keywords: Benzophenone-3, Chlorination, By-products, Cytotoxicity, Sunscreen.
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1. Revisao de Literatura
1.1. Filtros solares

A protegao contra os efeitos nocivos da radiagao solar tem se tornado um tema
de crescente interesse na area da saude publica, dada a alta incidéncia de doencas
cutaneas, como o cancer de pele. O uso de filtros solares € uma das principais
estratégias recomendadas para prevenir os danos causados pela exposi¢cado ao sol.
Esses produtos atuam absorvendo, dispersando ou refletindo a radiagao ultravioleta
(UV), especialmente os raios UVB e UVA, que sdo conhecidos por causar
queimaduras solares, envelhecimento precoce da pele e danos ao DNA celular
(Oliveira; Souza; Lima, 2018).

Diferentes tipos de radiagdo ultravioleta incluem UVA, UVB e UVC, sendo que
apenas a UVC é completamente absorvida pela atmosfera terrestre. Os raios UVB
sdo0 0s principais causadores de eritemas, enquanto os raios UVA penetram mais
profundamente na pele, promovendo o fotoenvelhecimento. Diversos estudos que
avaliam a eficacia dos filtros solares demonstram que a utilizacdo adequada desses
produtos é essencial para a redugao de efeitos como a formacgao de eritemas e outros
danos cutaneos (Calafat et al., 2008).

Os filtros solares fisicos, também conhecidos como filtros minerais, atuam
refletindo e dispersando a radiagdo UV. Eles sao principalmente formulados com
didxido de titanio (TiO;) e 6xido de zinco (Zn0O), substancias que criam uma barreira
fisica na superficie da pele (Pereira et al. 2021). Por oferecerem protecdo ampla
contra os raios UVA e UVB, sao recomendados para pessoas com pele sensivel,
como criangas e individuos com tendéncia a alergias. Além disso, esses filtros s&o
considerados menos irritantes e mais estaveis a luz, mantendo sua eficacia por mais
tempo em comparagao com os filtros quimicos (Santos et al., 2020).

Por outro lado, os filtros solares quimicos e fisicos, que absorvem a radiagao
UV e a convertem em calor, protegem a pele de danos celulares. Os filtros solares
quimicos compostos por substancias organicas como oxibenzona, avobenzona e
octocrileno, que absorvem raios UVB ou UVA.No entanto, existem preocupacdes
sobre o potencial alergénico de alguns ingredientes e os possiveis impactos
hormonais associados ao uso prolongado de certas substéncias, como a oxibenzona
(Kim et al., 2014).

Os avangos tecnoldogicos também permitiram o desenvolvimento de filtros
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solares com acgdo antioxidante, destinados a combater os radicais livres formados
pela exposicao a radiagao UV. Esses filtros sédo enriquecidos com substancias como
a vitamina E e polifendis, que potencializam a protegéo solar ao neutralizar os efeitos
do estresse oxidativo induzido pelos raios solares. A inclusdo de antioxidantes nos
protetores solares tem sido amplamente estudada, apresentando resultados
promissores na redugao do fotoenvelhecimento e dos danos ao DNA celular (Beltran
et al., 2009).

1.2. Benzofenonas

As benzofenonas sdo compostos organicos de grande relevancia nas
industrias farmacéutica, cosmética e quimica, devido a sua capacidade de absorver
a radiagdo ultravioleta (UV), atuando como filtros solares e estabilizadores em
produtos que estdo expostos a luz solar. A estrutura quimica das benzofenonas,
composta por um nucleo de cetona associado a dois anéis fenolicos (Figura 1), lhes
confere uma fungao protetora contra os danos causados pela radiagao UV, o que
explica sua ampla aplicacdo em protetores solares, cosméticos, plasticos e tintas
(Xavier et al., 2020).

Figura 1: Estrutura Geral da Benzofenonas

O

Fonte: Autora, 2024

As benzofenonas sdo compostos organicos pertencentes a classe dos filtros
solares e amplamente utilizados na industria cosmética, principalmente em produtos
de protegao solar. Sua principal fungéo é proteger a pele contra a radiagdo ultravioleta
(UV), absorvendo os raios UV-A (320-400 nm) e UV-B (280-320 nm). Essa protecao
€ essencial para prevenir queimaduras solares, envelhecimento precoce e a

incidéncia de cancer de pele, principalmente melanoma. (SILVA, Aline dos Santos)



Existem diversas benzofenonas no mercado, sendo que as mais conhecidas e
utilizadas em cosméticos e protetores solares incluem:
e Benzofenona-3 (Oxibenzona): Este composto € um dos filtros solares
mais comuns e esta presente em uma ampla variedade de produtos.
A benzofenona-3 (Figura 2) é eficaz na absorc¢ao de radiagdo UV-B e
parte da UV-A, sendo, por isso, amplamente utilizada em protetores
solares. Estudos como o de Downs et al. (2016) apontam que a
benzofenona 3 tem gerado preocupagdes ambientais, uma vez que
sua presenga em ecossistemas marinhos pode contribuir para o
branqueamento de corais e outros danos ecologicos. Outro estudo, de
Schlumpf et al. (2010), relacionou a benzofenona-3 a potenciais efeitos
desreguladores endocrinos em humanos, uma vez que ela pode

interferir no sistema hormonal.

Figura 2: Estrutura Molecular da Benzofenona 3

O

H,CO OH
Fonte: Autora, 2024

e Benzofenona-4 (Sulisobenzona): Assim como a benzofenona-3, a
benzofenona-4 (Figura 3) é utilizada em uma ampla gama de
cosméticos. E mais sollvel em agua e, por isso, é frequentemente
incorporada em formulagbes de protecdo solar a base de agua.
Estudos de Wang et al. (2020) indicam que a benzofenona-4 possui
uma excelente estabilidade em formulagdes aquosas, 0 que aumenta
sua eficacia e durabilidade em produtos de uso prolongado, como os
protetores solares.

Figura 3: Estrutura Molecular da Benzofenona 4
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OH O

SOgH

Fonte: Autora, 2024

e Benzofenona-8 (Dioxibenzona) (Figura 4): Este filtro solar, apesar de
menos popular que os demais, é extremamente eficaz na absorgéo de
UV-B e UV-A, sendo utilizado em produtos especificos para pele
sensivel ou em condicdes de exposicdo solar extrema. A alta
capacidade de absorcao da benzofenona-8 foi documentada por Sahu
et al. (2013), que reforca seu papel como um dos filtros UV mais
potentes.

Figura 4: Estrutura Molecular da Benzofenona 8

O OH

OH OCHg3

Fonte: Autora, 2024

As benzofenonas possuem uma estrutura quimica que consiste em dois anéis
aromaticos ligados por um grupo carbonila (C=0). Essa estrutura Ihes confere a
capacidade de absorver eficientemente a radiacdo UV. Modificagdes nas
substituicbes desses anéis aromaticos permitem ajustar suas propriedades de
solubilidade e fotoprotegdo. Como por exemplo, a benzofenona-3, possui grupos
hidroxila que aumentam sua solubilidade em agua e sua capacidade de absorver
radiagcdo UV, enquanto a benzofenona-4 contém grupos sulfénicos, o que a torna



ainda mais soluvel em agua e versatil em formula¢des aquosas.

Zago (2015) analisou as propriedades das benzofenonas e destacou a
importancia de suas estruturas quimicas para a eficiéncia na protecdo contra a
radiacdo UV. Segundo o autor, a adi¢do de grupos funcionais nos anéis aromaticos
das benzofenonas pode melhorar significativamente sua capacidade de absorgéo de
radiacao, tornando-as eficazes em um espectro mais amplo.

Altas concentragdes de derivados de benzofenonas tém sido identificadas em
afluentes e efluentes de diversos paises, evidenciando um desafio para as estacdes
de tratamento de agua na remogao dessas substancias e sua tendéncia a persistir no
meio ambiente. Essa persisténcia esta associada a alta solubilidade em agua e ao
relativamente baixo coeficiente de particdo octanol-agua das benzofenonas. Em
particular, a benzofenona-3 (BP-3) tem uma solubilidade em agua de 68,56 mg/L a
25°C, o que complica ainda mais sua remogao eficaz nas estagdes de tratamento de
agua, pois compostos com maiores valores de Kow e menor solubilidade em agua
sdo removidos mais eficientemente por se adsorverem aos sedimentos nas etapas
iniciais do tratamento (Balmer et al., 2005).

A eficacia das benzofenonas em produtos fotoprotetores é bem documentada,
com estudos mostrando sua capacidade de reduzir significativamente os danos
celulares causados pela exposicdo solar. Além disso, a utilidade das benzofenonas
em embalagens plasticas tem sido destacada por sua eficiéncia em prevenir a
degradacgéao dos polimeros pela radiagdo UV, prolongando a vida util dos produtos.
Essa propriedade torna as benzofenonas amplamente utilizadas em varias industrias,
0 que aumenta sua presenga no meio ambiente (Frederiksen et al., 2013). Por
exemplo, a benzofenona-9 (Figura 5) € utilizada como estabilizante em plasticos,
embalagens e tintas, para evitar a degradagao provocada pela luz solar (Zago, 2015).
No entanto, a crescente conscientizagao sobre os impactos ambientais e de saude

publica tem gerado uma busca por alternativas mais seguras.
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Figura 5: Estrutura Molecular da Benzofenona 9

QNa QNa
0O=S=0 0=S=0
H3CO OCHa3

OH O OH

Fonte: Autora, 2024

Além disso, alguns estudos sugerem que as benzofenonas podem ser
absorvidas pela pele e acumuladas no corpo humano, o que levanta preocupacdes
sobre potenciais efeitos sistémicos. Um estudo de Zago (2015) também mencionou o
risco de sensibilizagdo cutanea em algumas pessoas, 0 que torna o uso desses
compostos mais delicado em certos grupos da populagao. Schlumpf e colaboradores
(2010) também reforcam a necessidade de maior investigagéo sobre os potenciais
efeitos desreguladores enddcrinos, principalmente em criangas e gestantes.

A seguranga das benzofenonas, especialmente a benzofenona-3, tem sido
alvo de estudos e regulagdes. A Food and Drug Administration (FDA), nos Estados
Unidos, permite o uso de oxibenzona em concentra¢des de até 6% em produtos de
protecdo solar. No entanto, a Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA) é mais
cautelosa e recomenda a proibicdo de seu uso(Resolugcdo B8-2343/2015). Além
disso, em alguns locais como Havai (EUA) (Lei do Senado n° 2571 (SB 2571)) e no
Arquipélago de Palau (Oceano Pacifico) (Lei RPPL n° 10-30), ja proibiram o uso de

oxibenzona em protetores solares devido aos impactos ambientais.
1.3. Potenciais Efeitos da Oxibenzona na Saude Humana

A oxibenzona (benzofenona-3) é um filtro solar amplamente utilizado em
produtos de protecdo contra radiagao ultravioleta (UV), sendo eficaz na absorgao de
raios UVB e parcialmente UVA. No entanto, sua aplicagdo topica tem levantado
preocupacdes em relagao a absorcao pela pele e os potenciais efeitos citotdxicos, o



que tem sido discutido em diversos estudos. Pesquisas recentes sugerem que a
oxibenzona pode atravessar a barreira cutanea, ser absorvida sistemicamente e
exercer efeitos biologicos indesejaveis, inclusive toxicidade celular.

Schulmpf e colaboradores (2001) investigaram os efeitos da exposi¢cao
cutanea a oxibenzona em roedores, concluindo que o composto pode agir como um
disruptor enddécrino. Os resultados mostraram que a oxibenzona tem a capacidade de
mimetizar os estrogénios no organismo, alterando o desenvolvimento reprodutivo e o
funcionamento hormonal em animais de laboratério. Essa descoberta abriu caminho
para uma serie de estudos sobre o potencial de disrupgao enddécrina da oxibenzona
em humanos (Schlumpf et al. 2001).

Estudos demonstram que a oxibenzona pode ser absorvida pela pele e, uma
vez no organismo, pode se acumular em diferentes tecidos. Em uma investigagéo
realizada por Calafat e colaboradores (2008), foi detectada a presenga de oxibenzona
na urina de 96% dos participantes do estudo, indicando que o composto é
rapidamente absorvido pelo corpo apds o uso de filtros solares. Isso levantou
preocupacdes sobre seu potencial como disruptor enddcrino, uma vez que pesquisas
sugerem que a oxibenzona pode imitar o estrogénio, interferindo no sistema hormonal
e causando desequilibrios que podem levar a problemas reprodutivos, especialmente
em gestantes e criangas (Krause et al., 2012).

Um estudo realizado por Matta e colaboradores (2019) também reforgou essas
preocupagdes. Os pesquisadores avaliaram a absorgdo de ingredientes ativos de
filtros solares, incluindo a oxibenzona, em condi¢cdes de uso maximo e descobriram
que os niveis de oxibenzona no sangue ultrapassaram os limites de seguranca
estabelecidos pela FDA. Embora ainda ndo haja consenso sobre os efeitos a longo
prazo da exposicdo continua a essa substancia, os resultados sugerem a
necessidade de uma revisdo mais profunda sobre o uso seguro da oxibenzona em
produtos de uso diario (Matta et al. 2019).

Em 2018, Kim e Choi publicaram uma revisdo sistematica dos efeitos da
oxibenzona na saude humana, enfatizando sua capacidade de atravessar a pele e
entrar na corrente sanguinea. Eles citaram pesquisas que indicam a presenga de
oxibenzona na urina e no leite materno, sugerindo que a exposi¢céo a longo prazo,
mesmo em concentragdes consideradas seguras, pode resultar em bioacumulagao e
potenciais riscos a saude. Esses riscos incluem alteragées hormonais, sensibilizacao

alérgica e, em alguns casos, impactos no sistema reprodutivo masculino, como
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sugerido por (Kunisue et al. 2012).

A absorgao tépica da oxibenzona foi amplamente demonstrada em humanos.
Um estudo conduzido por Krause e colaboradores (2012) mostrou que a oxibenzona,
apos aplicagao topica de protetores solares, foi detectada no plasma sanguineo e na
urina dos voluntarios, evidenciando uma absor¢ao sistémica significativa. Esse estudo
corroborou achados anteriores, como os de Gonzalez e colaboradores (2006), que
identificaram a presencga de oxibenzona no leite materno, sugerindo que a substancia
pode atravessar a barreira dérmica e se acumular em tecidos corporais. A estrutura
da oxibenzona, com peso molecular relativamente baixo (228,24 g/mol), e suas
propriedades lipofilicas facilitam sua penetracdo nas camadas externas da pele,
ultrapassando a barreira da camada cornea (Sarveiya et al., 2004).

Diversos estudos in vitro indicam que a oxibenzona pode exercer efeitos
citotéxicos em células da pele, como queratinécitos e melandcitos. Heneweer e
colaboradores (2005) demonstraram que a oxibenzona pode atuar como um disruptor
endocrino, mimetizando o estrogénio e afetando a homeostase celular. Esse
mecanismo pode levar a alteragdes nas vias de sinalizagao intracelular, afetando a
proliferacdo e a sobrevivéncia celular.

Além disso, na Unido Europeia uma lista exaustiva de 7074 desreguladores
endocrinos foram compilada pelo PARC T4.2 e encontramos a benzofenona dentro
desses compostos na posi¢ao 181° (Zenodo).

Estudos também sugerem que a oxibenzona pode gerar espécies reativas de
oxigénio (EROs) quando fotoativada pela radiagdo UV, causando estresse oxidativo
e danos ao DNA celular. Hayden e colaboradores (2005) observaram que a exposigéo
de queratinécitos humanos a oxibenzona sob irradiagcdo UV levou ao aumento da
producdo de EROs, o que contribuiu para o aumento da apoptose celular. Esses
efeitos podem, a longo prazo, estar associados ao desenvolvimento de cancer de
pele, uma vez que o estresse oxidativo € um fator bem documentado na
carcinogénese (Henson et al., 2002).

Além dos efeitos citotoxicos diretos, a oxibenzona também foi associada a
imunossupressado cutadnea. Gonzalez e colaboradores (2017) verificaram que a
exposicao prolongada a substéncia compromete a fungdo imunoldgica da pele,
tornando-a mais suscetivel a infecgdes e a outros danos ambientais. A bioacumulagao
da oxibenzona em tecidos humanos, incluindo o tecido adiposo e o figado, também

foi observada, sugerindo um possivel efeito cumulativo que pode ser prejudicial em



longo prazo (Janjua et al., 2008).

O uso tépico de oxibenzona e sua absorcao sistémica levantam preocupacdes
sobre seus potenciais efeitos adversos em humanos. Estudos com modelos animais
sugerem que a oxibenzona pode ter efeitos nocivos no desenvolvimento embrionario,
funcdo reprodutiva e hormonal. Um estudo de Schlumpf e colaboradores (2004)
demonstrou que ratos expostos a oxibenzona durante a gestacdo e lactacéo
apresentaram alteragdes no desenvolvimento sexual de seus filhotes, evidenciando o
potencial disruptivo da substancia sobre o sistema enddcrino.

Além disso, a oxibenzona tem sido implicada em disturbios de fertilidade,
conforme demonstrado por Wang et al. (2016), que observaram que a exposigéo a
oxibenzona em altas doses resultou em disfungées espermatogénicas e diminuicéo
da qualidade do sémen em ratos machos.

Em humanos, embora os dados sobre os efeitos reprodutivos sejam limitados,
o estudo de Zhang et al. (2020) destacou que a presenga de oxibenzona no sangue
materno foi associada a menores pesos ao nascer em bebés, sugerindo que a
exposicao pré-natal a substéncia pode impactar negativamente o desenvolvimento

fetal.

1.4. Impactos Ambientais Associados a Oxibenzona

A oxibenzona (benzofenona-3), amplamente utilizada em protetores solares
para proteger a pele contra os raios UV, tem sido alvo de estudos devido a sua
presencga crescente em ambientes aquaticos e estagdes de tratamento de agua. A
substancia € considerada um contaminante emergente, e suas consequéncias
ambientais e para a saude humana vém sendo amplamente investigadas.

A crescente popularidade de produtos cosméticos contendo oxibenzona,
especialmente em areas costeiras, tem gerado um aumento nas concentragdes dessa
substancia em oceanos e corpos d’agua proximos a zonas turisticas. De acordo com
Downs e colaboradores (2016), até 14.000 toneladas de protetores solares sao
liberados nos oceanos a cada ano, com a oxibenzona sendo uma das substancias
mais prevalentes.

O impacto da oxibenzona em ambientes marinhos, particularmente nos recifes
de corais, tem sido amplamente documentado. A substancia foi identificada como um
fator contribuidor para o branqueamento de corais e outros efeitos prejudiciais a vida
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marinha. Estudos de Downs e colaboradores (2016) detectaram concentragdes de
até 1,4 ng/L de oxibenzona em locais de recifes proximos ao turismo intenso, como
no Caribe e Havai, que séo niveis altamente prejudiciais para a fauna marinha.

Além disso, a oxibenzona afeta o desenvolvimento de organismos marinhos,
como moluscos, algas e peixes, atuando como disruptor enddcrino, conforme
apontado por Giokas e colaboradores (2007). Em regiées do Mar Mediterraneo, por
exemplo, concentragdes de oxibenzona em aguas superficiais variaram de 30 a 300
ng/L, de acordo com Balmer e colaboradores (2005).

A presenga de oxibenzona nas estagdes de tratamento de esgoto (ETEs) tem
revelado que essa substancia ndo € completamente removida durante os processos
de tratamento convencionais. De acordo com Liu et al. (2012), a remog¢do da
oxibenzona varia entre 20% e 60% nas ETEs, com uma grande parte sendo
descarregada diretamente nos corpos d’agua, o que representa um risco ambiental.

Um estudo realizado por Tsui e colaboradores (2014) em Hong Kong encontrou
concentragbes de oxibenzona de 120 a 270 ng/L no efluente tratado das ETEs,
demonstrando que os tratamentos convencionais de ETEs ndo sdo completamente
eficazes na remogao dessa substancia. Na Espanha, um estudo de Balderas e
colaboradores (2018) identificou que o tratamento terciario pode melhorar a remogéo
da oxibenzona, mas concentragbes de 80 a 150 ng/L ainda foram detectadas no
efluente final.

A oxibenzona também tem sido detectada em pontos de captagdo de agua
potavel, levantando preocupacdes sobre a exposi¢cao cronica da populacado a baixas
concentragcdes dessa substancia. Em um estudo de Zhan e colaboradores (2013) na
China, amostras de agua coletadas de fontes de abastecimento publico revelaram
concentragdes variando entre 5 e 25 ng/L, sugerindo que a oxibenzona pode passar
pelos processos de purificagdo de agua.

Na Francga, Pignotti e colaboradores (2020) encontraram concentragdes
semelhantes em rios utilizados para captagdo de agua, com valores variando de 7 a
30 ng/L. Esses resultados reforgam a necessidade de aprimorar os sistemas de
tratamento de agua, uma vez que os efeitos a longo prazo da exposicédo a
contaminantes emergentes, como a oxibenzona, ainda n&o sdo completamente
compreendidos.

Na Tabela 1, estdo relacionados diversos estudos que demonstraram a
concentracido de oxibenzona em diferentes localidades.



Tabela 1: Tabela de Dados de Deteccédo de Oxibenzona em Diferentes Fontes

Local de Coleta Concentragéo Detectada Referéncia
Recifes de Corais (Havai e Caribe) Até 1,4ng /mL Downs et al. 2019
Aguas costeiras (Mar Mediterraneo) 30a300ng/L Balmer et al. 2005
ETEs em Hong Kong 120 a 270 ng /L (efluente tratado) Tsui et al. 2014
ETEs na Espanha 80 a 150 ng /L (Efluente tratado) Balderas et al. 2018
Captagao de agua potavel (China) 5a25ng/L Zhan et al. 2013
Captagao de agua potavel (Franga) 7a30ng/L Pignotti et al. 2020
ETEs na Alemanha 30a120 ug /L Schlusener et al. 2014
Rios Costeiros (Espanha) 102100 ng /L Sanchez Rodriguez et al. 2015
Aguas de captagdo (Alemanha) 10a50ng/L Schlusener er al. 2014

Fonte: Autora, 2024

Além das questdes de saude humana, o impacto ambiental das benzofenonas,
especialmente da oxibenzona, tem gerado grande preocupacdo. Estudos recentes
mostraram que essa substancia é altamente toxica para organismos marinhos,
especialmente para os corais. Downs e colaboradores (2016) descobriram que a
oxibenzona contribui para o branqueamento dos corais, deformacdo do DNA, e
interfere no desenvolvimento de corais jovens, reduzindo sua capacidade de
regeneragcdo e aumentando sua suscetibilidade a doengas. Mesmo em baixas
concentragdes (2,4 - 312 pg/L), a BP-3 pode afetar o sistema enddcrino alterando a
expressao de genes envolvidos na regulagdo hormonal de peixes adultos e embrides
(Bluthgen; Zucchi; Fent, 2012). E necessario enfatizar que os riscos associados a
presengca dessa substancia em organismos aquaticos tém sido insuficientemente
estudados e focados principalmente na avaliacdo das alteragdes endocrinas em
peixes (Rodriguez-Fuentes e colaboradores et al., 2015).

Os danos ambientais causados pela oxibenzona levaram a agdes regulatérias
em algumas partes do mundo. Em 2018, o Havai tornou-se o primeiro estado dos
Estados Unidos a banir a venda de protetores solares contendo oxibenzona, com o
objetivo de proteger os ecossistemas de corais da regido. Medidas semelhantes
foram adotadas por outros paises e territérios insulares, como Palau e as llhas
Virgens Americanas, que também restringiram o uso de filtros solares contendo
oxibenzona (Danovaro et al., 2019).

Recentemente, a Academia Nacional de Ciéncias, Engenharia e Medicina
Americana (NASEM), foi designada pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados
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Unidos (USEPA), para determinar as falhas de avaliagdo dos riscos oferecidos pelos
filtros-UV tanto em agua potavel quanto em agua marinha com o objetivo de
determinar o impacto na saude publica relacionado ao amplo uso dessas substancias
(Nasem, 2020). Embora os estudos publicados foquem nos impactos da presenca
dos filtros-UV no ambiente marinho, esses produtos também sao utilizados
diariamente em ambiente urbano podendo atingir as estagdes de tratamento de agua
(ETAs) e, consequentemente, aguas doces (Burns e colaboradores 2021). Altos
niveis de oxibenzona foram detectados em agua para propositos recreacionais. A
concentragcédo de BP-3 encontrada em agua de piscinas na Grécia e Alemanha foi de
2,4 -3,3 ug/L e 1,2 pg/L, respectivamente (Lambropoulou; Giokas; Aakkas; Albanis et
al., 2002; Zwiener; Richardson; Demarini; Grummt et al., 2007).

1.5. Cloragao da Oxibenzona

A preocupagédo com a presencga de filtros solares no ambiente marinho e em
efluentes tem sido crescente entre os pesquisadores, entretanto, ainda ha poucas
informagdes disponiveis sobre a incidéncia, o comportamento e o destino desses
compostos nas estagdes de tratamento de agua (Zhang et al., 2018). Isso torna
relevante a investigacdo dos filtros solares e de seus subprodutos nas plantas de
tratamento, bem como a analise de suas potenciais formas de toxicidade.

De acordo com Oliveira, Silva e Mendes (2016), as etapas do tratamento
convencional de agua incluem coagulagado, floculagcdo, sedimentacéo, filtragéo,
desinfeccao e fluoretacdo. Entre esses processos, a cloragdo € a técnica de
desinfeccdo mais amplamente utilizada no mundo. Sua eficiéncia em eliminar
patogenos microbioldgicos torna-se indispensavel, apesar dos riscos de formagao de
subprodutos nocivos (Fernandes et al., 2019).

Ainda que o uso do cloro seja necessario para garantir a qualidade da agua
potavel, estudos como o de Johnson e colaboradores (2013) mostraram que
compostos como dioxibenzona, oxibenzona e sulisobenzona podem sofrer cloracao,
resultando em uma diminuicdo de sua capacidade de absorcédo de raios UV. Além
desse comprometimento funcional, os subprodutos formados pela reacédo entre o
cloro e a oxibenzona, em uma proporcao de 3:1, podem apresentar niveis
consideraveis de toxicidade (Martinez et al., 2017).

A toxicidade de diversas benzofenonas antes e apds o processo de cloragéo



foi avaliada por Zhang e colaboradores (2015) utilizando bioensaios com bactérias
bioluminescentes. Os resultados indicaram um aumento da toxicidade de uma das
benzofenonas testadas, devido as substituicbes quimicas e a reatividade dos seus
subprodutos clorados. Isso corrobora a necessidade de maior monitoramento desses
compostos no ciclo de tratamento de agua (Yang et al., 2020).

A identificagdo dos subprodutos de cloragdo da BP-3 (benzofenona-3) é
geralmente realizada por técnicas como a cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas. No entanto, compostos volateis, como o cloroférmio, sao
mais comumente quantificados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (GC-MS) (Lee et al.,, 2016). Esses métodos sdo essenciais para
compreender a extensdo da formacdo de subprodutos toxicos em sistemas de
tratamento de agua e efluentes. A cloragdo da oxibenzona, resulta na formagéo de
subprodutos (Figura 6) que podem ser mais toxicos do que oxibenzona, composto
original. Durante o processo de tratamento de agua, esses subprodutos podem ser
gerados devido a interagdo da oxibenzona com o cloro presente nas etapas de
desinfecc¢do. Estudos indicam que os subprodutos halogenados formados durante a
cloragdo apresentam riscos consideraveis, pois podem ser mais resistentes a
degradagdo e exibir maior toxicidade, especialmente em ambientes aquaticos
(Paschoalato et al., 2008).
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Figura 6: Subprodutos da oxibenzona formados a partir da Cloragao
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De acordo com a regulamentagé&o existentes no Brasil, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estabelece que a concentragdo maxima permitida de
oxibenzona em produtos de protecdo solar € de 10%, conforme preconizado na
Resolugcdo RDC n° 69/2016. No entanto, até o momento, ndo ha regulamentagdes
especificas que tratem dos subprodutos gerados pela degradagao da oxibenzona, o
que ainda deixa uma lacuna no controle desse composto no mercado nacional. Ja a
regulamentacao nos Estados Unidos ocorre através da Food and Drug Administration
(FDA) que permite o uso de oxibenzona em produtos de protecdo solar com uma
concentracdo maxima de 6%. Entretanto, assim como no Brasil, os subprodutos da
oxibenzona ndo possuem limites diretamente regulamentados pela agéncia, mas a
preocupacao com seus possiveis efeitos levou a proibicdo do uso do composto em
estados como Havai e Florida, devido ao impacto ambiental. Como destaque nesse

ambito de regulamentacdo encontramos a Unido Europeia que apresenta uma



regulamentacao mais rigorosa. De acordo com o Regulamento (CE) n° 1223/2009, o
limite maximo e concentragdo do composto em produtos estéticos € de 6%. Além
disso, estudos adicionais sobre a segurangca e o impacto ambiental s&o
periodicamente solicitados pela European Chemicals Agency (ECHA), que avalia os
riscos para a saude e o meio ambiente.

A compreensdo da formacédo e do comportamento desses subprodutos nos
ambientes aquaticos é essencial para o desenvolvimento de politicas regulatorias
mais eficazes. A falta de regulamentac&o especifica para a monitorizagdo desses
compostos representa um desafio, e a implementacao de estratégias mais rigorosas
de controle e tratamento de aguas residuais torna-se indispensavel para mitigar os
efeitos adversos sobre o meio ambiente e a saude humana (Anagua, 2011).

Recentemente, a presencga de poluentes emergentes na agua, como produtos
farmacéuticos e de cuidados pessoais (PPCPs), tem chamado a atencédo da
comunidade cientifica. A oxibenzona, um composto comum em filtros solares, € um
desses PPCPs. Durante o processo de cloragdo, a oxibenzona pode reagir com o
cloro, formando subprodutos que ainda nao sao completamente conhecidos, mas que
podem representar riscos para a saude publica e para o meio ambiente. Conforme
relatado por Ferreira et al. (2021), a cloragdo de PPCPs, como a oxibenzona, pode
gerar subprodutos que possuem propriedades mutagénicas e carcinogénicas, o que
ressalta a importancia de investigar esses compostos.

No contexto brasileiro, a legislagdo ambiental € regida por normas
estabelecidas pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) e pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Contudo, a legislacao brasileira ainda ndo
apresenta diretrizes especificas quanto a presengca da oxibenzona e seus
subprodutos em corpos d’agua tratados. De acordo com Silva et al. (2022), apesar do
avang¢o no monitoramento de poluentes emergentes, como os PPCPs, ainda ha uma
lacuna quanto a regulacdo desses compostos e seus subprodutos nas normas
vigentes, como a Portaria de Consolidagédo n°® 5 de 2017, que regula a potabilidade
da agua no Brasil.
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2. Justificativa

Os riscos da oxibenzona a saude humana e ao meio ambiente sdo pautados
por diversos fatores de relevancia cientifica, social e ambiental. A oxibenzona, um dos
filtros solares mais amplamente utilizados em produtos cosmeéticos, tem
desempenhado um papel fundamental na protegcdo contra a radiagao ultravioleta
(UV), ajudando a prevenir doengas graves como o cancer de pele. Contudo, a
crescente utilizacdo desse composto quimico tem suscitado preocupacdes
significativas acerca de seus efeitos adversos a saude humana e ao meio ambiente.
A medida que mais pesquisas sdo conduzidas, cresce a necessidade de
regulamentag¢des mais rigorosas e de uma busca por alternativas mais seguras.

O uso massivo desse composto leva a sua introducdo nos sistemas de

tratamento de agua por meio do escoamento urbano e do descarte inadequado de
residuos, especialmente em areas de alta concentragdo turistica e em regides
litoraneas.
O sistema de tratamento de agua no Brasil € baseado na pré-filtragao, coagulagéo,
floculacdo, decantagdo e desinfeccdo. Entretando, essas etapas dificiimente
garantem a remoc¢&o completa de contaminantes organicos. No processo de cloragéo,
amplamente utilizado nas estagbes de tratamento de agua para desinfecgéo, a
oxibenzona pode reagir com o cloro e formar subprodutos que ainda s&o pouco
conhecidos e estudados.

Considerando a recente associacdo da oxibenzona ao branqueamento de
corais e a bioacumulagdo em organismos marinhos, € fundamental que sejam
realizados estudos complementares a possivel acdo toxica dos subprodutos
resultantes da cloracédo da oxibenzona. Ademais, 0 anexo 7 do anexo XX da Portaria
de Consolidagao n° 5, que trata do padrao de portabilidade para substancias quimicas
que representam risco a saude, ndo lista os filtros solares ultravioletas e seus
subprodutos. Assim, eles ndo sdo monitorados e consequentemente ndo se sabe
sobre a sua produgdo e remocgédo pelos processos de tratamento de agua
convencionais adotados nas estag¢des de tratamento.

Além disso, estudos preliminares sugerem que a oxibenzona e seus
subprodutos podem atuar como desreguladores endocrinos, interferindo nos sistemas
hormonais humanos, além de estarem associados a potenciais riscos carcinogénicos.

O acumulo desses compostos na agua potavel, mesmo em baixas concentragoes,



by

pode apresentar riscos a saude a longo prazo, especialmente para populagdes
vulneraveis, como criangas, gestantes e idosos. Nesse sentido, torna-se urgente
investigar a formagao e os impactos desses subprodutos, uma vez que seu uso em
cosmeéticos é continuo e seu descarte nos sistemas de tratamento de agua parece

inevitavel nas condicdes atuais.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

O objetivo principal deste estudo foi identificar os subprodutos de degradacéo
da oxibenzona gerados pela clorag&o e avaliar sua citotoxicidade em fibroblastos das
linhagens celulares L-929 e MRC-5.

3.2. Objetivos especificos

e Avaliar a degradagdo da oxibenzona e a formagédo de subprodutos
degradacao;

e Avaliar a citotoxicidade da oxibenzona e dos possiveis subprodutos de
degradagao formados em linhagens celulares L-929 e MRC-5;

e Avaliar a contribuicdo da presenca de tais produtos no que diz respeito
ao comprometimento da qualidade e seguranga da agua potavel
disponibilizada a populagao.



4. Materiais e Métodos
4.1. Reagentes utilizados

Os reagentes utilizados nos experimentos foram preparados de acordo com
protocolos padronizados para garantir a confiabilidade dos resultados.

Os reagentes utilizados para os ensaios de cloragdo foram separados e
padronizados para se obter resultados sendo a oxibenzona, Metanol , Agua Mill-Q ,
Tissulfato e por fim o Hipoclorito de Sédio.

Os reagentes utilizados para os ensaios de citotocidade se deu pela obtencgéo
do meio de cultura basal que é utilizado para o crescimento das linhagens celulares
de fibroblastos humanos (MRC-5) e de camundongos (L-929) foi o RPMI, fornecido
pela Sigma-Aldrich®. Este meio foi suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino
(FBS) (Gibco®, Waltham, MA, EUA), e gentamicina (Thermo Fisher Scientific®,
Waltham, MA, EUA) utilizada para prevenir contaminag¢des bacterianas.

Adicionalmente, o método de Sulforodamina B (SRB) utilizou acido
tricloroacético a 20% para fixagao celular e Sulforodamina B a 0,1%, dissolvida em
acido acético a 1%, para a coloragédo das células. O tampao TRIS 10 mmol/L (pH
10.5) foi utilizado para solubilizar o corante apos a coloragao.

Todos os reagentes foram de grau analitico ou HPLC, e a agua Milli-Q foi

utilizada em todos os processos que requerem agua ultrapura.

4.2. Lavagem das vidrarias

Inicialmente, as vidrarias utilizadas foram lavadas com detergente neutro
Extran, e enxaguadas com agua destilada. Em seguida, foram colocadas em banho
de acido nitrico a 20% por 24 horas afim de eliminar qualquer residuo de materia
organica presente neles.

Apos este periodo, as vidrarias foram lavadas novamente com agua Milli-Q e

secas em estufa.

4.3. Preparo de solugoes para cloragao da oxibenzona

A solugéo estoque de oxibenzona foi preparada na concentragdo de 1 g/L em
metanol. A mistura foi cuidadosamente agitada até a completa dissolugdo de todas
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as particulas de oxibenzona, garantindo uma solugdo homogénea para ser utilizada
nos experimentos subsequentes.

Para preparar a solugao de oxibenzona utilizada nos experimentos (solu¢ao de
trabalho), adicionou-se 1 mL da solugdo estoque de oxibenzona em um balédo
volumeétrico de 100 mL (concentragéo final 0,01 g/L). O volume foi completado com
agua Milli-Q, e a solugdo foi devidamente misturada para garantir uma diluicdo
uniforme da substancia, pronta para as analises experimentais.

A solugdo contendo cloro foi obtida na estagdo de tratamento de agua da
empresa Saneouro em Ouro Preto na concentragdo de 120 g/L em agua. A partir
desta solucéo, foi preparada uma solugéo de trabalho na concentragdo de 10 g/L em
agua. A solugao de trabalho de tiossulfato de sodio foi preparada na concentragéo de
30 g/L em agua. Todas as solug¢des de trabalho foram mantidas em geladeira, a 4 °C

ao abrigo da luz até o momento do uso.

4.4. Experimento de cloragao

Os experimentos de cloracdo foram realizados em béqueres a temperatura
ambiente e sob agitacdo constante. As aliquotas para acompanhamento da reagéo
de cloragao e consequente formacao dos subprotudos foram coletadas nos tempos
de 0, 30 e 60 minutos. A propor¢cao de oxibenzona:cloro utilizada foi de 1:1
(massa:massa), como Minassa (2023) foi a melhor proporgéo encontrada.

Para tal, os bequeres foram organizados da seguinte forma:

. Branco: 30mL de agua Milli-Q + 30 pL de hipoclorito de Sodio (NaOCI)

o Amostras 1, 2 e 3: 30 mL da solucéao trabalho de oxibenzona + 30 uL
de solugao de trabalho de hipoclorito de sédio (NaOCI).

Antes de colocar os béquers em agitagao foi realizada a coleta de uma aliquota
(Ty) para todos os 4 bequeres preparados.

Para todos os tempos (To, T30 € Teo), foram coletados 1ml de amostra em vials,
e em seguida, acrescentados 10 uL de tiossulfato de so6dio na concentragédo 30 g/L
para cessar a reacgao.

Apos a coleta de todas as amostras, para cada tempo foi realizada uma analise
semi-quantitativa por espectrometria de massas pra detec¢do dos subprodutos de
degradagéao da oxibenzona, como representado na Figura 7.
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Figura 7: Esquema do experimento de cloragao
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Fonte: Autora, 2024

4.5. Identificacao dos subprodutos de cloracao da oxibenzona

Para realizar a analise semi-quantitativa da oxibenzona e seus subprodutos de
cloragao, utilizou-se um sistema de Cromatografia Liquida de Ultra Alta Eficiéncia

(UHPLC), modelo Nexera X2 da Shimadzu®. Este sistema estava equipado com um
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amostrador automatico, modelo SIL-30AC, e um sistema binario de bombas, modelo
LC30AD. O sistema foi integrado a um espectrobmetro de massas tipo triplo-
quadrupolo, modelo LCMS-8040 da Shimadzu®, ideal para analises de alta
sensibilidade e preciséao.

A analise foi conduzida utilizando a técnica de ionizag&o por electrospray (ESI),
que facilita a ionizacao direta das amostras em estado liquido. A precisao e a exatidao
das inje¢cdes foram garantidas pelo uso do sistema de bomba e injetor automatico,
assegurando uma entrega consistente e controlada das amostras.

Os parametros operacionais do cromatografo foram meticulosamente definidos
para otimizar a deteccdo e quantificagdo dos compostos de interesse:

. Fase Movel: A fase movel consistiu em uma mistura de agua ultrapura
e acetonitrila (grau HPLC), ambas modificadas com acido férmico a 0,1% (v/v), para
melhorar a ionizagdo das amostras.

. Fluxo: O fluxo do sistema foi estabelecido em 0,2 mL/min, escolhido
para eficiente da ionizagdo. m

o Proporcdo da Fase Movel: A relacdo de fase movel foi mantida
constante em 50% para cada componente ao longo da analise.

o Tempo de Analise: Cada corrida analitica foi programada para durar 5
minutos, proporcionando um equilibrio adequado entre a resolugdo cromatografica
e a eficiéncia temporal.

Para a analise, realizaram-se inje¢des de 10 yL para a quantificagcdo semi-
quantitativa da oxibenzona. A analise de degradac&o da oxibenzona foi realizada em
meétodo SIM (Monitoramento de ions selecionados) no modo positivo de ionizagdo. As
relagbes massa/carga (m/z) dos ions de transicdo foram: 229,20>150,90;
229,20>104,95; 229,20>77,05, sendo que o ion 150,90 foi escolhido para a
quatificagdo por ser o mais intenso. Uma segunda injecdo de 50 pL foi empregada
para a identificacdo dos subprodutos formados. As analises de identificacdo dos
subprodutos foram feitas no modo SCAN nos modos positivo e negativo de ionizag&o
em uma faixa m/z de 50 a 350. A identificagdo dos subprodutos formados foi realizada
pela comparacao dos espectros de massas obtidos das amostras sem tratamento e
apos a cloragdo. Esse procedimento detalhado garante a obtencdo de dados
confiaveis e reprodutiveis, essenciais para a avaliagdo precisa dos riscos associados
aos subprodutos da cloragcédo da oxibenzona.



4.6. Ensaio de citotoxicidade

Inicialmente foi feito um teste de estabilidade das amostras, ele foi realizado
preparando as amostras da benzofenona-3 integra e da benzofenona-3 tratada, e foi
realizado a coletas de pequenas aliquotas de tempos em tempos durante 48 horas.

As linhagens celulares de fibroblastos humanos (MRC-5) e de fibroblastos de
camundongo (L-929) foram cultivadas em meio de cultura basal contendo RPMI,
suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (FBS) e gentamicina. As células foram
incubadas em uma atmosfera umidificada com 5% de CO, a 37 °C, assegurando
condic¢des ideais para o crescimento e manutencgao das culturas.

Inicialmente foi feito um teste de estabilidade das amostras, ele foi realizado
preparando as amostras da benzofenona-3 integra e da benzofenona-3 tratada, e foi
realizado a coletas de pequenas aliquotas de tempos em tempos durante 48 horas.

As células foram expostas a amostras diluidas em meio RPMI, com
concentragbes especificas para cada tipo de linhagem sendo para a MRC-5
(107%; 107%; 1073;1075;1077 uL/ml) e para linhagem L929 nas concentragdes
(107%; 107>; 107%;1077;1078,107° uL/ml) para avaliar os efeitos de diferentes
tratamentos nas linhagens celulares. Foram também avaliados grupo Controle
(exposicdo apenas ao meio RPMI) e Branco Quimico (exposi¢cdo a diluicdes de
solugéo de cloro e tiossulfato nas mesmas concentragdes utilizadas em cada ensaio).
A viabilidade celular foi analisada utilizando o ensaio de sulforodamina B (SRB), um
meétodo colorimétrico amplamente empregado para quantificar a densidade celular
com base na ligacdo do corante SRB as proteinas celulares. Este método &
particularmente eficaz em estudos de citotoxicidade, pois permite avaliar a
proliferagao e a integridade celular apds o tratamento.

Apds 24 e 48 horas de incubagdo, o meio de cultura foi cuidadosamente
removido, e as células foram fixadas com uma solugao de acido tricloroacético a 20%,
mantidas a 4 °C, por um periodo de 1 hora. A fixagdo das células garante que as
proteinas celulares permanegcam aderidas a superficie do poco, essencial para a
posterior coloragdo com o SRB. Apos a fixagdo, as placas foram lavadas com agua
destilada para remover o excesso de reagentes e secas completamente.

As células fixadas foram entao coradas com 0,1% de SRB, dissolvido em acido
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acético a 1%, durante 30 minutos. Esse corante tem alta afinidade pelas proteinas
celulares, proporcionando uma medida quantitativa direta da biomassa celular. Em
seguida, as placas foram lavadas novamente com acido acético a 1%, para remover
0 excesso de corante, e deixadas secar ao ar.

Para solubilizar o corante ligado as células, 200 pL de tampao TRIS 10 mmol/L
(pH 10,5) foram adicionados a cada pogo, permitindo a liberagdo do SRB para uma
solucao liquida. Esse processo durou aproximadamente 30 minutos a temperatura
ambiente. Apds a solubilizagdo, a absorbéancia das amostras foi medida em um
espectrofotometro a 540 nm, e os dados obtidos foram processados para determinar
a viabilidade celular em termos percentuais. Essa analise fornece informacgdes criticas
sobre o impacto dos tratamentos testados na sobrevivéncia e proliferacdo celular,

auxiliando na avaliagado da toxicidade das substancias em estudo.

4.7. Analise estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada por meio do software Graph Pad
Prism v.8.0.1 (GraphPad Software Inc., Boston, MA, EUA). Para verificagdo da
normalidade dos dados foi aplicado o teste de Shapiro-Wilk. Para analise estatistica,
foi realizada analise de variancia One-Way (ANOVA), considerando a média + desvio
padrdao (DP) com pos teste de Tukey e comparagédo entre as médias de todos os
grupos. Para a avaliagao de intervalos estatisticamente significativos, considerou-se
o intervalo de confianca de 95%, sendo p < 0,05 considerado como diferenca
significativa.



5. Resultados e Discussao

A avaliagdo da degradagao da oxibenzona foi realizada apos injegéo direta das
solugdes sem e apos o tratamento por clorag&o, utilizando a intensidade absoluta do
ion m/z 150,90 (Figura 8). Como descrito por Garcia e colaboradores (2011) em sua
metodologia de determinagdo da oxibenzona (m/z 229,0) adotando por LC/MS. Os
autores utilizaram a oxibenzona fragmentada m/z 150,90 para essa determinagao. O
ion m/z 150,90 foi selecionado por ser o mais intenso entre os analisados, sendo
possivel sua detecgcao até mesmo em menores concentragcdes. Os ions m/z 77,05 e
m/z 104,95 de intensidades maiores, além do 150,90, foram escolhidos pelo proprio

software utilizado no estudo, Figura 8.

Figura 8: Espectro de massas obtido no modo de aquisdo MRM evidenciando
os ions fragmentos positivos da oxibenzona sem degradagé&o por cloragéo.
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Esses achados demonstram a consisténcia na escolha do ion m/z 150,90 em
diferentes estudos, corroborando sua relevancia para a analise precisa da oxibenzona

em diversas matrizes.
5.1. Degradacao da Oxibenzona

O experimento foi realizado na proporcdo de 1:1 NaOCI/Oxibenzona. A
degradacéo foi avaliada pela diferenga de intensidade do ion 150,90 no tempo 0, sem
adicdo de NaOCI, e os demais tempos, apos o contato com o degradante. A Figura
9 demonstra a degradacé&o da oxibenzona por cloro. Nela, € possivel observar nos
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tempos 0 a 20 minutos que houve a degradagdo de aproximadamente 23% da
oxibenzona. Ja nos tempos de 20 e 60 minutos, a quantiddade de oxibenzona reduziu
de 77% para 39%. Entretando, no tempo de 40 minutos, é possivel observar um

aumento no percentual para 69%.

Figura 9: Grafico degradagéo da oxibenzona por cloragéao
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Fonte: Autora, 2024

No estudo de Zhang e colaboradores (2016), foi analisada a cinética de
degradagéao da oxibenzona (BP-3) com doses de cloro livre até dez vezes superiores
a concentragao inicial de BP-3 (1 mg/L). Os autores observaram que a BP-3 foi
rapidamente degradada pelo cloro, com meias-vidas variando de 26 a 43 segundos,
dependendo das doses de cloro, que aumentavam entre 3 e 5 mg/L. Essa taxa
acelerada de degradag&o, mais rapida do que outras observadas em experimentos
com concentragdes de cloro menores, sugere uma relagdo direta entre a dose de
cloro e a intensidade da degradagéo da BP-3.

Esses achados sao corroborados por estudos adicionais. Segundo Kim e Choi
(2014), concentracoes elevadas de oxidantes, como o cloro, aumentam a
decomposicédo de compostos organicos em ambientes aquaticos. Eles demonstraram
que a reacao entre cloro e compostos como a BP-3 gera subprodutos rapidamente, o
que implica uma alta reatividade desse composto quando exposto a doses elevadas
de cloro. Da mesma forma, Zhuang e colaboradores (2013) observaram que a BP-3,



em presencga de doses de cloro superiores, produz subprodutos clorados téxicos,
indicando que o processo de degradacao pode ndo apenas decompor o composto,
mas também formar produtos secundarios com propriedades ecotdxicas. Estudos de
Balmer e colaboradores (2005) confirmam ainda que, em ambientes aquaticos
tratados com cloro, a oxibenzona sofre degradagdo acelerada, especialmente em
areas de tratamento de agua onde o cloro é aplicado em niveis elevados. A rapida
degradacéo e formacgao de subprodutos clorados, como descrito no estudo de Zhang
et al. (2015), levantam preocupacgdes sobre o impacto ambiental desses compostos
em ambientes aquaticos. Esses subprodutos, que incluem formas monocloradas e
dicloradas de BP-3, persistem no meio ambiente, podendo se bioacumular em
organismos aquaticos.

Além disso, as pesquisas indicam que a presenca de outros oxidantes pode
influenciar a velocidade de degradagéo e a variedade de subprodutos formados. Por
exemplo, Giokas e colaboradores (2007) constataram que a oxibenzona, quando
submetida a luz solar e ao cloro, decompde-se de maneira mais rapida, aumentando
o potencial de formagdo de subprodutos clorados que exibem toxicidade. Esses
estudos reforcam que a combinacdo de doses elevadas de cloro e exposi¢ao
ambiental intensifica a degradagcdo da BP-3, mas também gera subprodutos com
propriedades bioativas, que representam um desafio para o tratamento de aguas
residuais e a preservacgao de ecossistemas aquaticos.

Um estudo conduzido por Benotti e Brownawell (2009) analisou a degradagéo
da oxibenzona em sistemas aquaticos sob condi¢gdes simuladas. Utilizando uma
concentracéo inicial de 10 mg/L, os pesquisadores observaram que a degradacgéo da
oxibenzona ¢ influenciada pela exposi¢cao a luz solar, com fotdlise direta sendo o
principal mecanismo de transformacao. O estudo demonstrou que, em condicdes de
luz ultravioleta, o composto sofreu reducédo significativa em até 72 horas, produzindo
subprodutos como benzofenona e acido salicilico, que também apresentam
potenciais riscos ambientais.

Outro estudo de destaque é o de Balmer et al. (2005), que investigou a
degradacgéo da oxibenzona em aguas residuais tratadas. Com concentragbes de 10
mg/L, a pesquisa evidenciou que o composto é recalcitrante em tratamentos
convencionais de esgoto. No entanto, processos avangados de oxidagdo, como 0 uso
de ozbnio e peroxido de hidrogénio, demonstraram eficiéncia na redugdo da
concentragcdo de oxibenzona, alcangando até 90% de degradagdo apos 60 minutos
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de tratamento.

Além disso, Giokas et al. (2007) exploraram a degradac&o da oxibenzona em
aguas superficiais expostas a radiagao solar natural. O estudo utilizou concentragdes
de 10 mg/L e confirmou que o processo de fotodegradacao € acelerado na presenca
de matéria orgénica dissolvida, que atua como fotossensibilizador. Os autores
concluiram que, embora a fotdlise seja eficiente para reduzir a oxibenzona em aguas
superficiais, os subprodutos gerados podem apresentar toxicidade persistente,

indicando a necessidade de monitoramento continuo.

5.2. Identificacao de Subprodutos de Degradagao

A analise no modo SCAN das amostras de oxibenzona apos o tratamento com
NaOCI, permitiu a identificacdo do subproduto 263m/z em seu modo positivo de
ionizacdo. Esse subproduto € caracterizado pela oxibenzona monoclorada, como

apresentado na Figura 10.

Figura 10: Estrutura da oxibenzona monoclorada
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Fonte: Autora, 2024

O subproduto m/z 261,1, foi identificado e caracterizado por Zhang e
colaboradores em 2016. Esse ion também se refere a oxibenzona monoclorada,
porém no modo negativo de ionizagédo. Nesse estudo , o subproduto de m/z 261,1 foi
detectado como uma forma monoclorada de oxibenzona, onde um atomo de cloro
substitui um hidrogénio na estrutura molecular, em uma posi¢gado ativada do anel
benzénico, como a posi¢ao orto a hidroxila. A abundéncia isotépica do cloro (35CI e

37Cl) auxiliou na confirmagdo da presenga do atomo de cloro na estrutura do



subproduto. Zhang e colaboradores sugerem que a formagédo de m/z 261,1 ocorre

como resultado de uma substituicao eletrofilica, em que o atomo de cloro substitui um

hidrogénio em uma posigao ativada, possivelmente orientada pelo grupo hidroxila.

subproduto: quando em uma relagdo molar 1:1 de oxibenzona e NaOCI, o subproduto
m/z 261,1 foi observado logo nos primeiros minutos de reag¢do. Ao longo do tempo,
entretanto, os autores notaram um decaimento na concentragdo do subproduto,
indicando que ele pode ser posteriormente degradado com o aumento da exposi¢céo
ao cloro. Os autores também identificaram outros subprodutos clorados, como a
oxibenzona diclorada, além de compostos secundarios, como o 2,4,6-tricloro-3-
metoxifenol, confirmando a formacéo de uma cadeia de produtos de degradacgéo.
Essa observacéao reforga a complexidade das reagdes da oxibenzona em ambiente
clorado e a importancia de entender melhor esses subprodutos, tanto em termos de

Nesse mesmo estudo, os autores retraram a cinética de formacado desse

sua toxicidade quanto de sua persisténcia ambiental.

formacéo do subproduto 263 m/z pois ainda nao foi adicionado o cloro, tal composto
aparece a partir do tempo 20 minutos e sua intensidade absoluta mais alta é
observada no tempo 30 minutos, dessa maneira, esse foi o tempo selecionado para
esta analise (Figura 11). Apds o periodo do tempo de 30 minutos € observado um
decaimento até se chegar no tempo 60 minutos onde ndo é mais obsevado o ion do
subproduto, o que pode indicar, como retratado por Zhang e colaboradores (2016),

De acordo com nosso experimento, no tempo zero, ndo foi identificada a

que o subproduto também foi degrado pelo cloro.

Figura 11: Espectro de massas obtido apos 30 minutos de tramento
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oxibenzona na presenca de cloro. O grupo metoxila, também presente na estrutura
da BP-3, € um ativador moderado e geralmente orienta a substituicdo do cloro para a
posicéo orto. Como a posigao para ja esta ocupada, a posi¢ao orto € favorecida. Em
contraste, a carbonila ligada ao anel benzénico na oxibenzona atua como um
desativante moderado, direcionando substituicbes para a posicdo meta. Essa
combinacdo de efeitos eletronicos faz com que a cloragdo da oxibenzona ocorra
predominantemente na posigéo orto a hidroxila, a posi¢ao mais estavel e favorecida.

Khuang e colaboradores (2016) também exploraram a formagdo de
subprodutos diclorados e identificaram que, em condicdes especificas de tratamento,
ha a formagao de subprodutos adicionais em posicdes diferentes do anel benzénico,
sugerindo que, embora a posi¢cdo orto seja mais favoravel, ha possibilidade de
formacao de subprodutos em multiplas posicoes.

No espectro de massas € possivel observar a relagéo isotdpica do cloro atraves
dos ions m/z 263 e m/z 265 (Figura 12). O subproduo m/z 265 é o is6topo de cloro
menos abundante de massa 37g/mol. Ja o ions m/z 263 representa o is6topo de cloro
de massa 35g/mol. Essa relagdo justifica a intensidade do ion m/z 263,10 ser mais
intensa que o ion m/z 265,10.

Figura 12: Relagao is6topica no espectro de massas obtidos apos 30
minutos de tratamento
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Fonte: Autora, 2024

Na tabela 2, destacamos outros estudos que retratam a cloragdo da
oxibenzona e consequentemente a identificacdo e a caracterizacdo desses

subprodutos.
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Tabela 2: Tabela de estudos referentes a cloracdo da oxibenzona

Autores

Titulo do artigo

Resumo

Li, X., Chen, J., Ma,

L., & Zhang, Z. (2017).

Investigation of chlorinated
by-products from the
reaction of benzophenone
derivatives with free chlorine
using LC-MS/MS.

Este estudo explora as reacbes de
derivados de benzofenona com cloro e
descreve a formacgao de subprodutos
clorados usando cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas
(LC-MS/MS), semelhante ao que Zhang e
colaboradores observaram com

oxibenzona.

Wang, H., Qian, Y., &

Formation of chlorinated

Este artigo examina os mecanismos de

Ye, M. (2018). intermediates during the cloragédo de compostos fendlicos, com
chlorination of phenolic foco na formagéao e degradagao de
compounds: Mechanisms intermediarios clorados, o que reforca a
and kinetics ideia de que subprodutos podem se
formar rapidamente e depois ser
degradados em condigbes especificas.
Sun, P., Gong, J., Characterization of Este trabalho analisa os produtos de
Zhang, Y., & Zhu, C. chlorinated transformation transformacao clorados resultantes da
(2019). products from the cloracdo de compostos usados como

chlorination of UV filter
compounds in aqueous

solution

filtros UV, como a oxibenzona, utilizando
LC-MS/MS. Os autores também
identificam subprodutos clorados como

BP-3 monoclorada e diclorada.

Guo, Y., & Chen, X.
(2020)

Kinetics and pathways of
chlorination of
benzophenone derivatives in

water.

Um estudo focado nas vias de reagéo e
na cinética de cloragao de derivados de
benzofenona em meio aquoso, similar aos
experimentos de Zhang et al. O artigo
discute a rapida formacgao de subprodutos
clorados e a importancia de controlar a

concentracao de cloro livre

Zhou, S., Tang, W., &
Zhao, H. (2018)

Isomeric chlorinated
products in the chlorination
of phenolic compounds:
Identification and
quantification by LC-MS/MS.

Este estudo detalha a identificagao de
produtos clorados isoméricos formados
durante a cloragdo de compostos
fendlicos, utilizando a relagao isotdpica do

cloro em analise de LC-MS/MS, como a

descrita por Zhang e colaboradores.

43



5.3. Experimento de Avaliagao da citotoxicidade dos subprodutos de
degradacao em células

5.3.1. Teste de estabilidade

Antes de se iniciar o ensaio de citotoxidade em células, foi verificada a
estabilidade da oxibenzona e do subproduto de degradagéo (263 m/z) em agua para
verificar se esse seria estavel durante todo o ensaio.

Dentro da analise semiquantitativa da intensidade absoluta dos ions foi
identificada uma variacdo de 3,4% para a oxibenzona e de 4,8% para o subproduto
apo6s as 48 horas do fim do experimento. Sendo assim, essa variagao é aceitavel para
seguirmos com o teste de citotoxicidade em células pois representa que o subproduto
263 m/z é estavel em agua.

5.3.2. Citotoxicidade dos subprodutos de degradagao em células

Conforme descrito na metodologia, o estudo de citotoxicidade do subproduto
de degradacéo foi realizado nas linhagens celulares MRC-5 (fibroblastos humanos) e
L-929 (fibroblastos de camundongos). Ambas as linhagens foram cultivadas em meio
RPMI, suplementado com soro fetal bovino e gentamicina, e incubadas em condigdes
ideais de temperatura e CO,. ApdOs exposigao a solu¢des de oxibenzona integra e de
oxibenzona tratada a viabilidade celular foi avaliada por meio do ensaio de
sulforodamina B (SRB).

A anadlise da citotoxicidade de oxibenzona e seu subproduto na linhagem
celular MRC-5, realizada nos periodos de 24 e 48 horas, evidencia a complexidade
das respostas celulares frente a exposicdo a compostos quimicos, especialmente no
contexto de substancias presentes em produtos de uso diario, como filtros solares.
Essa complexidade decorre de fatores como a geragéo de subproduto, interagdo com
vias metabdlicas e os efeitos cumulativos da exposi¢cao a substancias presentes em

produtos de uso diario, como filtros solares.
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Figura 13: Ensaio de citotoxicidade pelo método de SRB. Linhagem MRC-5 apds 24
horas de exposicgao.
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OBS.: Os ensaios foram realizdos em friplicata. (*) indica diferenca estatisticamente significativa entre
o respectivo grupo e o grupo controle nao tratado (em verde) (p < 0,05 entre o controle nao tratado e
a respectiva solugdo testada). Analise de variancia One-Way (ANOVA) com pos teste de Tukey. As

barras nos graficos de barras representam o desvio padréo.

Fonte: Autora, 2024.

De acordo com os resultados observados na analise de citotoxicidade da
linhagem MRC-5 apés as 24 horas (Figura 13), em concentragdes mais baixas (10-2
a 107 yg/mL), a oxibenzona apresenta uma viabilidade celular semelhante ao grupo
controle, indicando auséncia de citotoxicidade significativa. Para o grupo oxibenzona
tratado, na concentragdo de 1072 yg/mL, observa-se uma redugédo da viabilidade
celular em relagdo ao grupo nao tratado. Essa citotoxicidade pode ser relacionada
com os resultados apresentados pelo Kerdivel et al. (2013).

Nesse estudo, Kerdivel et al. (2013) investigaram os efeitos da oxibenzona em
diferentes modelos celulares, avaliando sua capacidade de induzir estresse oxidativo
e danos celulares. O estudo utilizou testes de viabilidade celular, geragcédo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) e integridade de membrana, realizados em
concentragbes crescentes da substancia, variando entre nanomolares e
micromolares. Os testes de viabilidade celular no estudo de Kerdivel et al.
demonstraram que a oxibenzona n&o apresentou citotoxicidade significativa em
concentragcbes mais baixas (equivalentes as faixas de 10™ a 107" pg/mL),
corroborando os dados apresentados para a linhagem MRC-5. No entanto, em

concentragdes mais altas (107" pg/mL ou superiores), observou-se uma redugéo na
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viabilidade celular, atribuida ao aumento do estresse oxidativo e a disfungcdo das
membranas celulares, com danos progressivos as organelas. Dessa forma, esses
achados sdo consistentes com os resultados observados no estudo apresentado,
uma vez que ambos indicam que a oxibenzona pode ser segura em concentragdes
mais baixas, mas apresenta toxicidade significativa quando administrada em
concentracdes elevadas. A reducdo da viabilidade celular na concentragdo de 10™
pug/mL reflete o impacto do estresse oxidativo exacerbado, bem como os efeitos
deletérios da oxibenzona sobre os mecanismos de protecéo celular, como apontado
por Kerdivel e colaboradores.

O subproduto da oxibenzona tratada, por sua vez, apresentou maior toxicidade
em comparagao ao grupo controle. Na concentracdo de 1072 pg/mL, é possivel
observar redugao significativa na viabilidade celular em relagdo ao controle, o que
evidencia maior toxicidade dos subprodutos em comparagédo a oxibenzona integra.
Isso sugere que o subproduto possui maior capacidade de interagir com
biomoléculas, causando danos irreversiveis, como descrito no trabalho de Benotti e
Brownawell (2009).Neste trabalho foram destacados os impactos ambientais e
biolégicos de subprodutos gerados pela degradagdo de compostos quimicos,
incluindo filtros UV, como a oxibenzona. Os autores apontaram que subprodutos
podem ser mais toxicos que as moléculas originais devido a fatores como maior
reatividade quimica, capacidade de gerar espécies reativas de oxigénio (EROs),
maior afinidade por biomoléculas e persisténcia ambiental. Essas caracteristicas
aumentam os riscos de danos as células e reforcam a importancia de avaliar a
toxicidade ndo apenas dos compostos originais, mas também de seus subprodutos.
Esse comportamento também é reforcado pelo estudo de Cantoni (2019), que
destacou que a transformacao metabdlica de compostos quimicos pode resultar em
subprodutos mais reativos e citotoxicos. A maior toxicidade observada nos
subprodutos da oxibenzona pode ser atribuida a sua capacidade de gerar espécies
reativas de oxigénio (EROs), que promovem estresse oxidativo e danos as proteinas,
lipidios e DNA celular.

Vale destacar, que o grupo branco quimico apresenta uma redugdo da
viabilidade celular quando comparado ao grupo nio tratado na concentragao de 10"
pMg/mL, com isso, podemos concluir que a solugéo de cloro e tiossulfato de sédio ja
apresenta um nivel de citotoxicidade nas células.

ApOs 48 horas de exposicéo (Figura 14), € observado que a concentragao de
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107" ug/mL da ozibenzona tratada reduziu significativamente a viabilidade celular em
comparagdo ao grupo controle. Em contraste, as demais concentragbes do
subproduto (1072, 1073, 107%, e 107" ug/mL), bem como todas as concentragdes de
oxibenzona integra, n&o apresentaram impacto significativo na viabilidade celular

gquando comparadas ao controle.

Figura 14: Ensaio de citotoxicidade pelo método de SRB. Linhagem MRC-5 apds 48
horas de exposicgao.
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OBS.: Os ensaios foram realizados em triplicata. (*) indica diferenca estatisticamente significativa entre
o respectivo grupo e o grupo controle nao tratado (em verde) (p < 0,05 entre o controle nao tratado e
a respectiva solugao testada). Analise de variancia One-Way (ANOVA) com pos teste de Tukey. As

barras nos graficos de barras representam o desvio padréo.

Fonte: Autora, 2024.

Vale ainda destacar que, ao se comprar os periodos de 24 horas e 48 horas é
observado que apoés as 48 horas tanto na oxibenzona integra quanto o branco quimico
nao apresentam diferenca estatistica significativa em comparagéo ao controle. Isso
indica uma possivel recuperagao celular apés a agresséo inicial, o que pode ser
explicado pelos estudos de Oliveira (2021), que a exposi¢ado continua a compostos
citotéxicos pode induzir um processo de adaptacao celular. Essa adaptacdo pode
ocorrer por meio da ativacdo de mecanismos de defesa antioxidante, como o aumento
da produgao de glutationa e a expressao de enzimas antioxidantes, que neutralizam
os efeitos das EROs, reduzindo a citotoxicidade inicial. Além disso, o metabolismo
celular pode transformar a oxibenzona em metabdlitos menos reativos ao longo do

tempo, contribuindo para a menor redugao da viabilidade observada apds 48 horas.
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Além da linhagem de fibroblastos humanos, também foi avaliada a toxicidade
do subproduto de degradacdo e da oxibenzona integra em fibroblastos de
camundongos (linhagem L-929). Na Figura 15 podemos observar o resultado deste
ensaio apods 24 horas de exposi¢cao. De maneira geral, assim como para a linhagem
MRC-5, apenas as maiores concentragcbes para os trés grupos avaliados
apresentaram diferenga estatisticamente significativa frente ao grupo controle n&o
tratado. Cabe destacar, que a maior concentragdo avaliada para esta linhagem celular
foi de 10* ug/mL, ou seja, uma concentragdo quatro vezes menor que a maior
concentragéo testada na linhagem MRC-5. Concentragbes proximas a essa para a
linhagem MRC-5 ndo demonstraram-se toxicas. Tal fato pode indicar uma maior
sensibilidade das células de camundongos quando comparadas as humanas frente a
tais compostos.

Figura 15: Ensaio de citotoxicidade pelo método de SRB. Linhagem L-929 apds 24
horas de exposicgao.

110+

1004 = * L T . oz * = T = T — T
90+ T l - T L . = — Controle N
80 = Branco Quimico
704 - [ ] 3 Oxibenzona
1 Oxibenzona Tratada

60—
50-
40
30+
20
10

0=

Viabilidade Celular (%)

T T T T T | T | T T | T | T | T I T
10%10°10%10710%10°10410°10%10710%10°10*10°10%107 108 10°®

Concentragao (ug/mL)

OBS.: Os ensaios foram realizados em triplicata. (*) indica diferenga estatisticamente significativa entre o
respectivo grupo e o grupo controle nao tratado (em verde) (p < 0,05 entre o controle nao tratado e a respectiva
solugéo testada). Analise de variancia One-Way (ANOVA) com pos teste de Tukey. As barras nos graficos de

barras representam o desvio padréo.

Esse resultado € consistente com estudos que mostram que a exposigao a
concentracdes elevadas de substancias potencialmente toxicas, como a oxibenzona,
pode induzir a formagédo de espécies reativas de oxigénio (EROs), resultando em
danos as estruturas celulares e, consequentemente, em redugdo da viabilidade
celular

Este achado é consistente com a literatura, que aponta que certos
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subprodutos de degradacgédo de filtros solares podem manter ou até amplificar a
toxicidade inicial do composto devido a formacédo de radicais livres em ambientes
celulares (Downs et al., 2019).

Diferentemente das células humanas que se recuperaram dos danos apos 48
horas de exposi¢do, as células de camundongos apresentaram maiores taxas de
morte celular nesse periodo (Figura 16). Além disso, a oxibenzona integra e o branco

quimico apresentam maior grau de toxicidade comparados a oxibenzona tratada.

Figura 16: Ensaio de citotoxicidade pelo método de SRB. Linhagem L-929 apds 48
horas de exposicgao.
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OBS.: Os ensaios foram realizados em triplicata. (*) indica diferenca estatisticamente significativa entre
o respectivo grupo e o grupo controle nao tratado (em verde) (p < 0,05 entre o controle nao tratado e
a respectiva solugao testada). Analise de variancia One-Way (ANOVA) com pos teste de Tukey. As

barras nos graficos de barras representam o desvio padréo.

A oxibenzona aparentemente € mais citotoxica do que seus subprodutos em
todas as concentragbes testadas. A oxibenzona também mostrou diferenca
estatisticamente significativa em algumas concentragdes, como 1075e 10~6ug/mL,
quando comparado ao grupo controle , indicando que a oxibenzona pode contribuir
parcialmente para a diminuigao da viabilidade celular.

ApoOs a analise dos graficos podemos observar resultados bem distintos entre
as linhagens MRC-5 e L-929. Os estudos em ambas as linhagens s&o importantes
pois permite avaliar de forma abrangente os efeitos citotoxicos das substancias
testadas. Essa escolha é importante, pois ambas as linhagens representam modelos

complementares na avaliagao da toxicidade in vitro, sendo amplamente utilizadas em

49



estudos de toxicologia celular devido as suas caracteristicas especificas.

A linhagem MRC-5, originada de fibroblastos humanos, apresenta um
metabolismo predominantemente dependente de fosforilagdo oxidativa, um processo
energético que utiliza oxigénio para a producdo de ATP. Isso é caracteristico de
células humanas, que possuem um metabolismo mais eficiente para a produgao de
energia em ambientes normoéxicos (com oxigénio). As MRC-5 também tém
mecanismos antioxidantes sofisticados, o que permite que respondam de forma eficaz
ao estresse oxidativo, reduzindo os danos causados por espécies reativas de oxigénio
(EROs).

Por outro lado, a linhagem L929, derivada de fibroblastos de camundongos,
apresenta maior flexibilidade metabdlica. Embora, como as MRC-5, utilize
principalmente a fosforilagdo oxidativa, as L929 sdo capazes de alternar para a
glicdlise anaerodbica, especialmente em condigdes de baixo oxigénio. Essa
capacidade de mudar o metabolismo conforme as condigdes ambientais permite que
as células L929 sejam mais adaptaveis em experimentos que envolvem hipdxia ou
estresse metabdlico. No entanto, essa flexibilidade também torna as L929 mais
suscetiveis a danos causados por EROs.

Como citado anteriormente os fibroblastos humanos possuem diferengcas no
metabolismo de xenobidticos e na producao de espécies reativas de oxigénio (ROS)
quando comparados aos fibroblastos camundongos. Isso pode influenciar a forma
como as substancias testadas sdo metabolizadas e os efeitos citotoxicos gerados.
Nesse ambito, as linahgem L929 se destacam por serem mais sensiveis a condigdes
de estresse oxidativo e a radicais livres. Essa maior sensibilidade pode ser atribuida
a resposta inflamatoria mais agressiva das células de camundongo em comparagéo
com as células humanas. As L929 tém uma maior tendéncia a gerar e acumular
radicais livres durante estresses experimentais, o que pode resultar em danos
celulares mais severos. Esse comportamento € uma caracteristica comum em células
murinas, que tém uma resposta imunologica mais forte e duradoura, favorecendo a
inflamagéo prolongada em comparagao com as células humanas, como as MRC-5.
Isso corrabora com nossos resultados onde observados uma maior sensibilidade nos

efeitos citotoxicos.



6. Conclusao

Os experimentos realizados demonstram a eficacia da cloragédo na degradacéo
da oxibenzona e a formag&o de subprodutos clorados ao longo do processo. A
escolha do ion m/z 150,9, amplamente utilizada na literatura, permitiu uma
quantificacdo precisa da oxibenzona, enquanto o monitoramento do ion m/z 263
revelou a formagdo de subprodutos monoclorados de oxibenzona, com maior
intensidade observada nos primeiros 30 minutos de reagdo. Esse subproduto
posteriormente se decompds, evidenciando uma dindmica de degradagé&o rapida sob
a acao do cloro.

A analise também mostrou que o comportamento da oxibenzona frente a
cloragcédo é influenciado pela presenca de grupos ativadores e desativadores na
estrutura molecular, direcionando a substituigdo do cloro em posigdes preferenciais
no anel benzénico. Tais resultados corroboram estudos anteriores, que identificaram
uma degradacgédo acelerada da oxibenzona em condigbes de cloragéo, levando a
formacdo de subprodutos que podem apresentar propriedades ecotoxicas
persistentes em ambientes aquaticos. A observacado da formacado e subsequente
degradacédo de subprodutos monoclorados indica a complexidade das interagdes
quimicas da oxibenzona em ambientes clorados, ressaltando a importancia de
investigar seus impactos ambientais e potenciais efeitos a saude.

O estudo de citotoxicidade realizado com a oxibenzona e seus subprodutos de
degradacéo, utilizando as linhagens celulares MRC-5 (fibroblastos humanos) e L-929
(fibroblastos de camundongos), forneceu uma analise abrangente dos efeitos dessas
substancias sobre a viabilidade celular e evidenciou diferencas significativas nas
respostas celulares, reforcando a relevancia do uso de modelos complementares para
a investigagao da toxicidade in vitro.

Nas células MRC-5, a oxibenzona integra n&o apresentou efeitos citotoxicos
significativos em concentragdes mais baixas (1072 a 1077 uyg/mL), corroborando dados
prévios da literatura. Contudo, em concentragdes elevadas (10~ pg/mL), observou-
se uma reducao significativa na viabilidade celular, atribuida ao aumento do estresse
oxidativo e disfungdo das membranas celulares. Os subprodutos da oxibenzona, por
sua vez, demonstraram toxicidade mais acentuada em concentragdes equivalentes,
indicando maior reatividade quimica e capacidade de gerar espécies reativas de
oxigénio (EROs).
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A analise do comportamento celular apés 48 horas revelou uma possivel
adaptacgao das células humanas (MRC-5) ao estresse inicial causado pela exposigcéo
a oxibenzona integra e aos subprodutos em concentragbes moderadas. Esse
fendbmeno pode ser explicado pela ativacdo de mecanismos de defesa antioxidantes,
como a producédo de glutationa e enzimas neutralizadoras de EROs.

Por outro lado, as células L-929, derivadas de fibroblastos de camundongos,
demonstraram maior sensibilidade a oxibenzona e seus subprodutos, mesmo em
concentragbes mais baixas. Essa diferenca é atribuida a maior suscetibilidade das
células murinas ao estresse oxidativo e a inflamagédo prolongada, caracteristicas
tipicas desse modelo celular. Enquanto as MRC-5 apresentam mecanismos
antioxidantes mais robustos e metabolismo eficiente baseado na fosforilagdo
oxidativa, as L-929 exibem maior flexibilidade metabdlica, alternando para a glicdlise
anaerobica em condigbes adversas, 0 que pode intensificar a geragao de radicais
livres e os danos celulares.

De forma geral, os dados apresentados reforgam a importancia de uma
avaliacdo longitudinal da citotoxicidade, permitindo uma melhor compreensao dos
efeitos adversos de compostos quimicos como a oxibenzona e seus subprodutos,
especialmente em contextos de exposigdo cronica. Essa abordagem se mostra
essencial para a analise de produtos de uso diario, como filtros solares, que podem
ter impacto na viabilidade celular a longo prazo, sugerindo assim, a inclusdo desses
compostos na lista de substancias monitoradas. Esses achados contribuem para o
entendimento da dindmica dose-tempo das substancias quimicas e abrem caminhos
para pesquisas futuras que visem avaliar a seguranga e os efeitos biolégicos de
compostos similares em diferentes contextos de exposigao.
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