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Resumo: A benzofenona-3, filtro solar organico muito utilizado em formulagdes de protetores solares,
teve seu potencial genotdxico avaliado em peixes Astyanax sp, animais que, sabidamente, tém contato
com essa substancia protetora em seu habitat natural, devido a interferéncia do ser humano. Os
espécimes foram expostos a trés diferentes concentragdes de benzofenona-3, 1000 ng/L, 100 ng/L e
10 ng/L, definidas como doses 1, 2 e 3, respectivamente. Um controle negativo foi utilizado. Posterior
a exposicdo, amostras de sangue dos animais foram coletadas e distensbes sanguineas foram
confeccionadas para analise da frequéncia de anormalidades nucleares. 1000 eritrocitos de 1 espécime
de cada condicdo foram analisados e as alteragdes nucleares encontradas e suas respectivas
frequéncias foram: 1 nucleo notched e 1 nucleo lobed no controle negativo; 3 micronucleos e 1 nucleo
lobed na dose 1; 4 micronucleos, 2 nucleos lobed e 1 broken-eggs na dose 2; 4 micronucleos, 3 nucléos
lobed e 2 broken-eggs na dose 3. Mais baterias devem ser realizadas para confirmagao ou rejeigdo da
hipétese de que a exposi¢cdo a benzofenona-3 aumenta a frequéncia de dano genético em peixes

Astyanax sp.
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Introducgao

O espectro solar que atinge a superficie terrestre se constitui,
predominantemente, por radiagdes ultravioletas (UV), visiveis e infravermelhas. As
primeiras sao sentidas pelos organismos através de reacgdes fotoquimicas, as quais
podem ser benéficas ou maléficas, e sao divididas em trés comprimentos de onda
diferentes: UVA, UVB e UVC (FLOR; DAVOLOS; CORREA, 2007). Associam-se a
radiacdo UVA, os efeitos do envelhecimento precoce da pele. Danos ao DNA, geragao
de inflamagao e carcinogénese sao caracteristicas relacionadas a radiagédo UVB. A
radiacdo UVC é quase completamente absorvida pela camada de ozénio (BALOGH,
2011).
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Os protetores solares';conté fiItros que sao moléculs u cpeo |
moleculares (BALOGH, 2011). Esses filtros podem ser organicos, os quais sao
formados por compostos aromaticos capazes de absorver a radiagao UV (FLOR;
DAVOLOS; CORREA, 2007), ou inorganicos, que possuem estruturas impermeaveis
a radiacao, refletindo-a em sua maior parte (MOURA, 1996). A classe das
benzofenonas abrange diversos compostos com capacidade fotoprotetora, que atuam
como filtros organicos e absorvem com muita eficiéncia a radiagao UVA. Pertencente
a essa classe, a benzofenona-3 € uma substancia lipofilica que apresenta grande
estabilidade, sendo um dos compostos filtrantes mais utilizados na formulacado de
protetores solares (BALOGH, 2011).

Um denominador comum entre as substancias protetoras € que todas sao
submetidas a estudos que comprovem a seguranga de seu uso em humanos. No
entanto, ainda é obscuro e esta sendo investigado o impacto desses compostos em
ambientes aquaticos, ecossistemas que sabidamente recebem contaminagao direta
ou indireta dessas substancias. Aforma direta € aquela que envolve a remogao dessas
substancias da pele humana durante atividades recreativas no ambiente aquatico,
como natagcdo. A forma indireta envolve o lancamento dessas substancias via
estagdes de tratamento de aguas residuais, por meio de processos como lavagem de
roupas ou banho doméstico (KIM; CHOI, 2014).

Ja foi observada experimentalmente a absor¢ao de benzofenona-3 por uma
espécie de peixe de agua doce, bem como alteragées hormonais causadas por essa
substancia (KIM et al., 2014). Ja o potencial genotdxico da benzofenona-3 em peixes
ainda nao foi investigado. Estudos de avaliagao dos riscos ecolégicos para espécies
aquaticas sao importantes para dimensionar o problema do lancamento de
substancias neste ecossistema e evitar a utilizacdo de certas substancias ou limitar
as dosagens que podem ser utilizadas, com a intencdo de preservar as espécies

presentes nesse ecossistema.

Material e Métodos

Aclimatagcao dos peixes em ambiente laboratorial

Antes da aquisigao dos peixes, foi realizada a estabilizagado do sistema onde
0s mesmos seriam aclimatados. Posteriormente, peixes Astyanax sp foram adquiridos
e mantidos nesse ambiente por 10 dias, sob condigcbes de temperatura e pH

controlados (26 °C %1, pH entre 6,8 e 7,2). Durante o periodo de adaptagao, os
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animais foram alimentados corﬁagéo, vez ao dia. Transcorridos s 10 ias, o |
peixes foram transferidos para 8 aquarios com 20 L de agua (em condi¢des analogas
a agua do tanque) equipados, cada um, com 1 filtro (capacidade filtrante 250 L/h) e 1
termostato. Os espécimes foram mantidos nessa condigao por 4 dias para adaptacgao,
fotoperiodo de 12 h diarias, sendo alimentados 1 vez ao dia. Posteriormente, foram
utilizados nos experimentos.
Exposi¢cao aguda dos peixes a benzofenona-3

Os peixes foram expostos a trés diferentes concentracdes ndo letais da
benzofenona-3, denominadas doses 1, 2 e 3 (1000 ng/L, 100 ng/L e 10 ng/L,
respectivamente). Um aquario sem a substancia foi usado como controle negativo. A
exposi¢do ocorreu em ambiente controlado, sob as mesmas condi¢des do periodo de
adaptacdo. Os animais foram expostos por 72 h a substancia testada, para a
determinacao de possiveis efeitos causados pela mesma.
Confeccao e andlise das laminas

Apos 72 h de exposicao controlada a benzofenona-3, foi realizada a coleta de
sangue de cada espécime testado, com seringa heparinizada. Para o preparo das
laminas, a primeira gota de sangue da seringa foi descartada, com o intuito de evitar
a contaminagdo do sangue com o liquido corporal e muco. Laminas foram
confeccionadas, pela técnica de esfregaco (extensdes sanguineas), para cada
espécime. O material foi corado pelo método pandtico rapido. Um total de 1000
eritrécitos foram analisados por espécime. Essa andlise foi realizada em microscopio
Optico, sob objetiva de imersédo (100x). A frequéncia de micronucleos e anormalidades

nucleares foi calculada.

Resultados e Discussao

A analise das laminas confeccionadas a partir de amostras de sangue dos
espécimes expostos a benzofenona-3, bem como o controle negativo, permitiu a

visualizagao de diversas anormalidades nucleares, como evidenciado na Figura 1.
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Figura 1 — Microscopia 6ptica (aumer% de 100x) de distensdes sanguineas d amstras d sanue '
de peixes Astyanax sp, expostos a diversas concentragdes de benzofenona-3. As setas evidenciam
anormalidades nucleares. (A) nucleo notched. (B) nucleo lobed. (C) micronucleo. (D) broken-eggs.

Diversos danos genéticos foram qualificados e quantificados. A Tabela 1 lista
anormalidades nucleares e a frequéncia com que foram encontradas nas diferentes

concentragdes e controle negativo analisados.

Tabela 1 — Frequéncia de anormalidades nucleares encontradas em distensbes sanguineas de
amostras de espécimes expostos a diferentes concentragdes de benzofenona-3 e controle negativo.

Concentracgoes de Anormalidades Nucleares (em 1000 eritrocitos)
Benzofenona-3

Nucleo Notched Nucleo Lobed Micronucleo Broken-Eggs
1000 ng/L - 1 3 -
100 ng/L - 2 4 1
10 ng/L - 3 4 2
Controle Negativo 1 1 - -

A genotoxicidade de substancias da classe das benzofenonas em espécies
aquaticas tem sido descrita em trabalhos cientificos. O potencial genotdxico da
benzofenona-2, substancia de estrutura molecular semelhante a benzofenona-3, foi
observado em estudos in vitro realizados com células do coral Stylophora pistillata
(DOWNS et al., 2013).

Para confirmar ou rejeitar a hipdtese inicial de que a exposicdo a
benzofenona-3 aumenta a frequéncia de dano genético nos espécimes analisados,

novas baterias experimentais devem ser realizadas.

Consideragoes Finais

Danos genéticos podem ocorrer em um organismo devido a exposi¢gao a um
determinado fator exdgeno, como podem, eventualmente, refletir um processo celular
natural. Neste projeto, alteragbes nucleares em eritrocitos dos espécimes
pesquisados puderam ser observados em animais expostos ou nado a substancia

teste. A quantidade de laminas analisadas, no entanto, ndo resultou em dados que
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pudessem ser tratados estatist'icamente. Assim, para confirmago 0 rejeicao da |
hipétese de que a exposicdo a benzofenona-3 aumenta a frequéncia de
anormalidades nucleares em eritrocitos de peixe Astyanax sp, mais testes devem ser
realizados e seus respectivos resultados submetidos a analises estastiticas.
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