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Resumo

Ao longo dos ultimos anos houve um aumento significativo do uso de protetores
solares, principalmente por causa de patologias e efeitos adversos causados
pela exposicdo solar. Consequentemente a ocorréncia em ambientes aquaticos
de filtros ultravioleta, substancias ativas desses produtos, também aumentou. A
presenca dessas substancias no meio ambiente é algo preocupante tendo em
vista que varios estudos ecotoxicologicos demonstraram seus efeitos adversos
em organismos aquaticos. No Brasil, a ANVISA através da RDC 69/2016
regulamenta quais substancias podem ser utilizadas nos produtos e a suas
guantidades maximas, entretanto ndo ha recomendacdes dos 6rgaos publicos
de saude sobre o uso adequado dos protetores solares. O presente estudo tem
como objetivo avaliar os efeitos adversos de dois protetores solares na
sobrevivéncia, reproducédo e desenvolvimento embrionério do caramujo aquético
Biomphalaria glabrata. O teste de toxicidade aguda, com avaliacdo da
mortalidade, foi realizado com a exposicéo de individuos nas concentracfes 3,
6,9 e 12 g/L para o protetor solar A, e 4, 8 e 12 g/L para o protetor solar B. Foram
realizados dois testes de toxicidade cronica, sendo o primeiro realizado com a
exposicao individual dos organismos as concentracdes 0,03 g/L e 0,3 g/L para o
protetor solar A, e 0,8 g/L, 2,5 e 4 g/L para o protetor solar B, com a avaliacéo
dos efeitos dos protetores sobre a reprodugcéo do caramujo. O segundo teste
cronico foi realizado com exposicdo das desovas dos caramujos nas
concentracfes 0,03 g/L e 0,3 g/L para o protetor solar A e 0,4 g/L e 0,8 g/L para
o protetor solar B com objetivo de avaliar os efeitos sobre o desenvolvimento
embrionario. Os testes demonstraram variedade nos efeitos adversos entre as
duas amostras mesmo existindo similaridade entre suas férmulas. O protetor
solar A demonstrou maior toxicidade aguda e maior reducéo na reproducao do
caramujo, enquanto o protetor solar B demonstrou altas taxas de malformacdes
nos embrides expostos. Estes resultados indicam que a mistura das substancias
utilizadas em protetores solares € um fator importante para toxicidade em
organismos aquaticos e precisam ser avaliadas antes da comercializacdo do

produto.

Palavras-chave: Biomphalaria glabrata, toxicidade, protetor solar, filtros

ultravioleta.



Abstract

Over the last few years there has been a significant increase in the use of
sunscreens, mainly because of pathologies and adverse effects caused by sun
exposure. Consequently the occurrence in aquatic environments of ultraviolet
filters, active substances of these products, also increased. The presence of
these substances in the environment is a matter concern because several
ecotoxicological studies have demonstrated their adverse effects on aquatic
organisms. In Brazil, the National Health Surveillance Agency (ANVISA) through
RDC 69/2016 regulates which substances can be used in the products and their
maximum amounts, however there are no recommendations of the public health
agencies on the adequate use of sunscreens. The present study aims to evaluate
the adverse effects of two sunscreens on the survival, reproduction and
embryonic development of the aquatic snail Biomphalaria glabrata. The acute
toxicity test, with mortality assessment, was carried out with the exposure of
individuals at concentrations 3, 6, 9 and 12 g/L for sunscreen A, and 4, 8 and 12
g/L for sunscreen B. Two chronic toxicity tests were carried out, the first one was
performed with the individual exposure of the organisms at concentrations of 0.03
g/L and 0.3 g/L for sunscreen A, and 0.8, 2, 5 and 4 g/L for the sunscreen B, with
the evaluation of the effects of the sunscreens on the reproduction of the snail.
The second chronic test was performed with exposure of snail spawnings at
concentrations of 0.03 g/L and 0.3 g/L for sunscreen A and 0.4 g/L and 0.8 g/L
for sunscreen B to evaluate the effects on embryonic development. The tests
demonstrated variety in adverse effects between the two samples even though
there was similarity between their formulas. Sunscreen A demonstrated greater
acute toxicity and greater reduction in snail reproduction, while sunscreen B
demonstrated high rates of malformations in the exposed embryos. These results
indicate that the mixing of the substances used in sunscreens is an important
factor for toxicity in aquatic organisms and need to be evaluated before the

product is marketed.

Keywords: Biomphalaria glabrata, toxicity, sunscreen, UV filter
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1. Introducéo

Os efeitos prejudiciais da exposicao a radiacao ultravioleta (UV) solar séo
bem descritos na literatura. A exposicdo aguda e cronica a radiagdo UV pode
causar eritema solar, fotocarcionogénese, fotoimunosupressédo e
fotoenvelhecimento. Varios métodos sdo adotados como prevencao, entretanto,
0 uso de protetores solares prevalece como a estratégia de protecdo mais

utilizada pelo publico (Burnett; Wang, 2011).

No Brasil, ndo ha qualquer recomendacéo dos 6rgaos de saude sobre a
guantidade adequada para a aplicacdo de protetores solares. Nos Estados
Unidos, a FDA recomenda que o uso do protetor ndo ultrapasse a quantidade de
2 mg/cm? de pele (FDA, 1999). Entretanto, apesar dessa recomendagao, Giokas
et al. (2007) destaca que ha um uso exagerado do produto pelas pessoas.
Considerando a auséncia de qualquer tipo de recomendacéo pelos 6rgéos de
saude brasileiros sobre o uso de protetores e o possivel uso exagerado de tais
produtos pela populacéo, pode-se supor que ha maior liberacdo desse material

no meio ambiente.

Os principais componentes ativos necessarios para obter protecéo contra
a radiacao solar séo inevitavelmente os filtros UV. Uma combinacéo criteriosa
dos filtros UV permite a realizacdo de um alto desempenho de protecao contra a
radiacdo solar. Além disso, a tendéncia para o desenvolvimento de protetores
com FPS elevado, leva a criacdo de protetores solares com concentracdes
maiores dessas substancias (Osterwalder et al., 2014). A presencga dos filtros UV
no meio ambiente, essencialmente os organicos, é preocupante, principalmente
por apresentarem propriedades criticas como bioacumulacédo (Diaz-Cruz et al.,
2008). Essas substéncias séo liberadas no meio ambiente de diversas formas,
entre elas a descarga dos efluente industriais, material lixiviado em aterros
sanitarios, remoc¢éo do produto da pele em atividades recreativas em corpos
hidricos como natacéo, efluentes de esgoto doméstico, entre outras (Giokas et
al., 2007).

A necessidade do uso de protetores solares é indiscutivel, tendo em vista
gue o numero de casos de cancer de pele no Brasil e no mundo tem aumentado

significativamente nos ultimos anos (Gontijo, 2017). Segundo a Organizacéo
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Mundial de Saude, atualmente ha incidéncia entre 2 e 3 milhdes de casos de
cancer do tipo nao-melanoma e 132 mil casos de melanoma em escala global a
cada ano (WHO, 2019).

Os numeros do mercado confirmam o aumento da procura por protetores
solares. A estimativa era que no ano de 2015 o mercado de protetores
movimentasse cerca de R$ 2,5 bilhdes, o que ja significava um crescimento de
14% em relacdo a 2014 e a expectativa e que até o ano 2018 o patamar em
vendas deve atingir a ordem de R$ 3,5 bilhdes. Segundo dados da ABIHPEC
(Associacdo Brasileira da Industria de Higiene Pessoal, Perfumaria e
Cosmeéticos), o Brasil é responsavel por cerca de 20% do consumo de protetores

solares no mundo e 82% na América Latina (Bonifacio, 2015).

Para a realizacdo da pesquisa, optou-se pela utilizacdo de produtos
comerciais ao invés de filtros UV especificos, sobretudo porgue nos ultimos anos
foram realizadas varias pesquisas sobre os efeitos dos filtros UV, ignorando os
efeitos dos produtos comerciais. De acordo com Giraldo et. al. (2017), protetores
solares comerciais sdo compostos por misturas de substancias quimicas com
efeitos combinados desconhecidos. Devido a isso, ndo se pode afirmar se a
mistura desses filtros UV com outros componentes comuns de protetores solares
e cosmeéticos pode potencializar ou reduzir seus efeitos adversos. De acordo
com Oliveira-Filho e Sisinno (2013), deve-se destacar que a resposta do
organismo a combinacao de substancias pode ser aumentada ou reduzida pelas
respostas toxicologicas no sitio de acdo. Além dessa mistura dos filtros UV com
componentes comuns na formulacdo de protetores solares, em ambientes
aquaticos naturais é praticamente impossivel encontrar no ambiente a presenca

de tais substancias em formas isoladas.

Nesse contexto, com 0 aumento do uso de protetores solares nos ultimos
anos e a presenca ubiqua de seus componentes em ambientes aquaticos (Tsui
et al., 2014), é vital a conscientizagdo do publico sobre o uso correto destes
produtos tendo em vista que os O6rgdos de salde e ambiente do Brasil ndo
apresentam recomendacfes sobre esta questdo. Além disso, os dados
existentes mostram que é fundamental a avaliagéo dos efeitos adversos desses
produtos e de seus componentes sobre espécies nativas, bem como a
implementacdo de métodos e legislacao propria para a identificacéo de filtros UV

13



em ambientes naturais e sua remocao dos efluentes por meio das estacdes de

tratamento de esgoto.
2. Revisao de Literatura

2.1. Protetores Solares

Devido aos danos causados a camada de ozobnio, a intensidade da
radiacdo UV solar incidente no planeta aumentou nos ultimos anos, o que
poderia explicar o aumento da incidéncia de tumores de pele. Além disso, a
exposicao excessiva a radiacdo solar pode promover outros efeitos prejudiciais
a saude humana, tais como inflamacdo da pele ou queimaduras solares,
imunossupressdo  induzida por radiacdo UV, hiperqueratose ou
fotoenvelhecimento da pele e reacdes alérgicas foto-induzidas. Nesse contexto,
0 uso de protetores solares pode prevenir ou minimizar esses efeitos (Chisvert;
Salvador, 2007).

Além disso, os protetores solares demonstram varios outros beneficios a
saude, como prevencédo a queratose actinica, carcinoma de células escamosas,
carcinoma basocelular, melanoma, diminuicio do aparecimento de
envelhecimento precoce e prevencao de irritacdo de fotodermatoses (Burnett;
Wang, 2011; Mancebo et al., 2014).

De acordo com Osterwalder et al. (2014), os trés principais componentes
de um protetor solar sdo os filtros UV, emolientes e emulsificadores; alguns
componentes secundarios sdo fotoestabilizadores, formadores de filme e

intensificadores sensoriais (Figura 1).
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Figura 1. Componentes de um protetor solar comum. Adaptado de Osterwalder et al., 2014.

Um protetor solar eficaz deve apresentar boa absor¢céo pelo menos na
faixa da radiacao UV entre 290 e 400 nm. A eficacia do produto de protecéo solar
depende de vérios fatores. Os filtros UV utilizados devem ser facilmente
incorporados em qualquer tipo de formulacdo, ser facilmente sollveis em
diferentes emolientes utilizados com frequéncia em cosméiticos e precisam
apresentar fotoestabilidade adequada. Caso contrario, pode tornar-se dificil
conseguir formulacdes que sejam eficientes e cosmeticamente aceitaveis, o que
por sua vez, influenciaria negativamente a conformidade do usuario do protetor
solar (DIFFEY, 2005).

Atualmente, varias formulacdes comerciais de protetores com diferentes
composicdes sdo comercializadas e oferecem protecdo contra radiacdo solar
UVA e UVB (Giokas et al., 2007). Protetores solares eficientes contém varios
componentes que limitam os danos fotoquimicos, entre eles incluem-se
substancias que refletem e dispersam a radiagdo UV, que absorvem esses
comprimentos de onda, mecanismos estabilizadores que blogueiam radicais

livres, como os antioxidantes, entre outros (Morabito et al., 2011).

A industria de protetores fez um excelente trabalho de desenvolvimento e

fornecimento de protecdo solar na maior variedade possivel de formas de
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produtos para ajudar a tornar seu uso mais agradavel e conveniente. Um dos
meios mais eficazes para fornecer protecéo significativa e consistente a protecéo
solar tem sido a incorporagéo de filtros solares com FPS em produtos hidratantes
diarios, normalmente aplicados pela manha antes que a exposi¢cao ao sol possa
ocorrer (Cole et al., 2009).

Os protetores solares estao disponiveis desde 1928 e hoje desempenham
um papel importante na prevencao de cancer de pele e protecéo contra radiacao
solar. Inicialmente, a indUstria de protetores se concentrou em aumentar o fator
de protecéo solar (FPS) e a protegédo contra radiagdo UVB em seus produtos,
criando novas combinacdes de filtros ultravioleta e desenvolvendo novas
substancias, como o acido para-aminobenzoico (PABA) (Sambandan; Ratner,
2011).

De acordo com Coronado (2017) o mercado global de para protetores
solares ingredientes (filtros UV e excipientes) deverd atingir 40.000 toneladas até
2020, com um aumento geral na demanda de 10.000 toneladas. Cerca de 70%
da demanda global esta atualmente concentrada em dez paises, entre eles 0s
Estados Unidos liderando o mercado com uma demanda de 9.600 toneladas em

2015, seguido pelo Brasil com 3.200 toneladas, e a China com 2.500 toneladas.

Os protetores solares continuam a ser uma ferramenta eficaz no
fornecimento de protecao para a pele contra efeitos da radiacdo UV. Entrentanto,
h& uma série de controvérsias em torno da seguranca e eficacia dos protetores,
como deficiéncia de vitamina D causada por esses produtos e possiveis efeitos
adversos em seres humanos de filtros UV utilizados na forma de nanoparticulas

e substancias como a benzofenona-3 e o retinil palmitato (Burnett; Wang, 2011).
2.2. Emolientes

Os emolientes sdo substancias usadas em formulacdes topicas para
aumentar a hidratacdo da pele, suavizando assim a superficie (Nahler, 2009).
Estas substancias possuem um grande efeito na sensacao da pele em termos

de disperséo, oleosidade, viscosidade, entre outros (Osterwalder et al., 2014).

Os emolientes utilizados nas formulas de protetores solares além de atuar

em favor da protecéo solar, devem ser bons solventes e dispersantes para filtros
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UV e pigmentos, e devem aumentar significativamente o FPS do produto. Além
disso, eles devem exercer uma influéncia positiva nas propriedades sensoriais

gerais da formulacéo (Bruening, 2005).

Alguns emolientes podem atuar na fotoestabilizacdo de filtros UV
fotossensiveis, especialmente a avobenzona, que sofre um processo de
degradacdo molecular quando submetida a radiacdo UV, levando a formacéo

subprodutos ndo absorventes (Cole et al., 2009).
2.3. Emulsificantes

Ao formular protetores solares, geralmente ha uma fase com uma alta
carga de 6leo. Portanto, o uso de emulsificantes é necesséario para manter a

formulacéo estavel (Portillo, 2016).

O emulsificante utilizado em produtos cosméticos define qual o tipo de
emulsdo, podendo ser um sistema 6leo em agua ou um sistema agua em 6leo.
Geralmente, os sistemas 6leo em 4gua sdo os preferenciais devido a facilidade
de espalhamento e pela sensacao mais leve do produto na pele (Osterwalder et
al., 2014).

Em seu uso mais comum, os protetores solares sdo frequentemente
expostos a altas temperaturas. Estes produtos precisam de emulsificantes com
excelentes caracteristicas estabilizadoras, mesmo em altas temperaturas,
independentemente da polaridade dos componentes usados na formulacéo
(Bruening, 2005).

2.4. Filtros ultravioleta

Os protetores solares incorporam diferentes produtos quimicos que
possuem altas propriedades de absorcao de radiacdo UV, que sdo comumente
chamadas de filtros UV. Atualmente, essas substancias estdo sendo
incorporadas em cosmeéticos de uso diario além dos protetores solares, como
cremes hidratantes, produtos capilares, produtos pés-barba, batons,

maquiagem, entre outros (Chisvert; Salvador, 2007).

Os filtros UV podem ser tanto organicos quanto inorganicos (Brausch;
Rand, 2011). H& vantagens e desvantagens associadas a ambos, e ndo é

incomum a presenca desses dois tipos de filtros UV presentes em uma mesma
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formulacdo comercial (Mancebo et al., 2014). Os filtros inorganicos sao eficazes
na protecao contra uma ampla faixa do espectro da radiagdo UV, enquanto os
organicos tendem a ter estreita faixa de absor¢cdo em torno do pico maximo, de
modo que varios filtros sdo combinados para uma cobertura maior de protecao
contra a radiacéo solar (Gonzenbach et al., 1991; Oguchi-Fujiwara et al., 2017).
Como exemplo, a avobenzona € um filtro organico com ampla protecdo contra
radiacdo UVA, e pode ser combinada com filtros UVB, como o homosalato e o
octissalato, para aumentar sua cobertura no espectro da radiacdo UV
(Sambandan; Ratner, 2011).

No Brasil, os filtros UV séo regulamentados pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), por meio da RDC 69/2016, que apresenta uma
lista (Quxadro 1) de 34 filtros UV (32 organicos e 2 inorganicos) permitidos para
0 UsSo em protetores solares e outros cosmeticos (ANVISA, 2016).

Quadro 1. Filtros ultravioleta com uso permitido em cosméticos pela legislagéo brasileira.

Quantidade maxima
permitida

Filtro Ultravioleta

Metosulfato de benzalconio e canfora (Sulfato de Metila de N, N,
N- trimetil — 4—(2,0xoborn — 3 — ilidenometil) anilinio

Acido Tereftalilideno Dicanfora Sulfénico (3, 3 — (1, 4 —
fenilenodimetileno) bis (acido 7, 7 — dimetil — 2 — oxo — biciclo —

6%

10% (expresso como

(2.2.1) acido)
Butilmetoxidibenzoilmetano (Avobenzona) (1 -(4 - terc -

butilfenil) — 3 — (4 —metoxifenil) propano — 1, 3 — diona 5%
BUTYL)

Acido benzidileno canfora sulfénico e sais (Acido alfa — (2 —
oxoborn — 3 —ilideno) tolueno — 4 — sulfénico e seus sais de potassio,
sédio e trietanolamina

6% (expresso como
acido)

0,
Octocrileno (2 — Ciano — 3, 3'— difenilacrilato de 2 —etilexila) 10% (expresso como

acido)
Citoxinato (4 — Metoxicinamato de 2 — etoxietila) 3%
Benzophenona-8 (2, 2’ — dihidroxi — 4 — metoxibenzofenona) 3%
Antranilato de mentila (2-aminobenzoato de metila) 5%
Salicilato de trietanolamina (2-[bis(2-hidroximetil)amino]etanol; 2- 12%

acido hidroxibenzéico)
Acido fenilbenzimidazol sulfénico (Ensulizol) (Acido 2 —
fenilbenzimidazol — 5 — sulfénico e seus sais de potassio, sodio e

8% (expresso como

trietanolamina) acido)
Metoxicinamato de octila (4 — Metoxicinamato de 2 — etilhexila) 10%
Benzofenona-3 (2 — Hidroxi — 4 — metoxibenzofenona) 10%
Benzofenona-4 (Acido 2 — hidroxi — 4 — metoxibenzofenona — 5 — | 10% (expresso como
sulfénico) acido)
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Benzonfenona-5 (Sal sédico do &cido 2 — hidroxi — 4 -

5% (expresso como

trimetilpentan-2-il)fenol)

metoxibenzofenona — 5 — sulfnico) acido)
Acido para-aminobenzéico (PABA) (Acido 4 — aminobenzdico) 15%
Homosalato ((3,3,5-trimetilciclohexil) 2-hidroxibenzoato) 15%
Poliacrilamidometil benzilideno cénfora (Polimero de N — {(2 e 6%
4)[(2 — oxoborn — 3 —ilideno) metil] benzil} acrilamida) 0
Dioxido de Titanio 25%
PEG-25 PABA (N — Etoxi — 4 — aminobenzoato de etila) 10%
Etilhexil dimetil PABA (4 — Dimetil-aminobenzoato de 2 —etilhexila) 8%
Etilhexil salicilato (Salicilato de 2- etilhexila) 5%
P-metoxinamato de isoamila (4 — Metoxicinamato de isopentila) 10%
4 - Metilbenzidileno canfora (3 — (4’ — metilbenzilideno) —d — | — 4%
céanfora)
3 - Benzilideno céanfora ((2E) — 2 — benzidileno - 4,7,7 - 201
trimetilbiciclo [2.2.1]heptan-3-ona) 0
Etilhexiltriazona (2, 4, 6 — Trianilin — (p — carbo — 2’- etil —hexil — 1’

. v 5%
—oxi)—1, 3, 5 —triazina)
Oxido de Zinco 25%
Drometrizol trisiloxane (2-(2H-benzotriazol-2-il)-4-metil-6-{2-metil- 15%
3-(1,3,3,3,-tetrametil-1-((trimetilsilil)oxi)-disiloxanil) propil}fenol) 0
Iscotrizinol (2-ethylhexyl 4-[[4-[4-(tert-butylcarbamoyl)anilino]-6-[4- 10%
(2-ethylhexoxycarbonyl)anilino]-1,3,5-triazin-2-ylJamino]benzoate) 0
Bisoctrizol (2-(benzotriazol-2-yl)-6-[[3-(benzotriazol-2-yl)-2-
hydroxy-5-(2,4,4-trimetilpentan-2-il)feniljmetil]-4-(2,4,4- 10%

Fenil dibenzimidazol tetrasulfonato dissédico (2-[4-(4,6-disulfo-
1H-benzimidazol-2-il)fenil]-1H-benzimidazol-4,6-acido

10% (expresso em

Lo acido)
disulfénico;sodico)

Bis-etilhexiloxifenol Metoxifenil triazina ((62)-3-(2-etilhexoxi)-6-
[(42)-4-[4-(2-etilhexoxi)-6-0xociclohexa-2,4-dien-1-ilideno]-6-(4- 10%
metoxifenil)-1H-1,3,5-triazina-2-ilideno]ciclohexa-2,4-dien-1-ona)
Dimeticodietilbenzalmalonato (Polisilicone-15) 10%
Dimetilamino hidroxibenzoil hexil benzoato (Ester hexilico do 10%
acido 2-[4-(dietilamino)-2-hidroxibenzdoil]-, benzoico) 0
Tris-bifenil triazina (2,4,6-tris(4-fenilfenil)-1,3,5-triazina) 10%

Fonte: Adaptado de ANVISA, 2016.

De acorco com Brausch e Rand (2011), os filtros UV sao liberados no
meio ambiente de duas formas, indiretamente via efluentes de estacdes de
tratamento de esgoto ou diretamente via atividades recreativas como banho e
natacao (Figura 2). Diaz-Cruz et al (2008) ressaltam que através dessas vias,
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esses compostos contaminam o meio ambiente em concentracgdes significativas,

principalmente por serem substancias liberadas em grandes quantidades.

Varios estudos mostraram a ocorréncia de filtros UV em rios (Kameda et

al.,, 2011; Roman et al., 2011), agua tratada (Diaz-Cruz et al., 2012; Roman et
al., 2011), lagos (Kameda et al., 2011; Poiger et al., 2004; Rodil et al., 2009),

agua do mar (Giokas et al., 2004; Roman et al., 2011), zonas costeiras (Langford;

Thomas, 2008), lodo de esgoto (Plagellat et al., 2006) e efluentes (Magi et al.,

2013). Um estudo realizado por Ekpeghere et al. (2016) na Coréia do Sul, além

de demonstrar a presenca de filtros UV em rios e efluentes, indicou que essas

substancias sado encontradas em maiores concentragcdes durante o veréo,

indicando ocorréncia sazonal de acordo com os habitos da populacao.
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Figura 2. Principais rotas dos filtros UV no meio ambiente. Itens em caixas pontilhadas indicam
potenciais destinos finais no meio ambiente. Fonte: Adaptado de Giokas et al., 2007.

Em geral, os seres humanos podem ser expostos a estes compostos

diretamente pelo uso de protetores solares e cosméticos, e indiretamente através

da cadeia trofica (Diaz-Cruz et al., 2008).
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Vérios filtros UV utilizados em protetores solares sdo substancias
lipofilicas com tendéncia a bioacumulacido e biomagnificacdo (DIAZ-CRUZ;
BARCELO, 2009; SHARIFAN et al., 2016;). Algumas pesquisas médicas
relataram a presenca de filtros UV em amostras de leite materno (Schlumpf et
al., 2008), plasma sanguineo (Ye et al., 2012), placenta (Valle-Sistac et al., 2016)
e urina (Calafat et al., 2008) de seres humanos. Dado as suas caracteristicas
lipofilicas estas substancias estdo associadas a altas taxas de bioacumulacdo
em algumas espécies de peixes (Blithgen et al.,, 2014; Ekpeghere et al.,
2016; Giokas et al., 2007; Liu et al., 2015; Sharifan et al., 2016).

Além disso, varios estudos apontam varios efeitos adversos em
organismos vivos como inibicdo do comportamento alimentar e alteracées na
reserva energética em moscas d’agua da espécie Sericostoma vittatum (Campos
et al., 2017a), estresse oxidativo em peixes (Liu et al., 2015; Rodriguez-Fuentes
et al., 2015), alteragcbes na taxa de eclosdo dos ovos e nas taxas de crescimento
de anfibios e insetos (Campos et al., 2017b; Martins et al., 2017; Ozaez et al.,
2014), desregulacdo enddcrina em peixes, insetos, moluscos e anelideos
(Coronado et al., 2008; Kim et al., 2014; Ozéaez et al., 2013; Schmitt et al., 2008)
e efeitos na expressao genética de peixes e insetos (Bluthgen et al., 2012; Ozéez
et al., 2016a; Ozaez et al., 2016b Rodriguez-Fuentes et al., 2015).

Varios filtros UV estdo atualmente em uso, entretanto sua seguranca,
eficacia e perfil toxicoldgico ainda nédo estdo claros. De acordo com a literatura
publicada, os efeitos toxicolégicos dos filtros UV levantam preocupacdes sobre

sua seguranca a longo prazo (Urek et al., 2013).
2.4.1. Filtros ultravioleta organicos

Os filtros UV orgéanicos sdo essencialmente compostos aromaticos com
grupos carboxilicos. No geral, apresentam um grupo doador de elétrons, como
uma amina ou um grupo metoxila, na posi¢cao orto ou para do anel aromético
(Flor et al., 2007).

Os filtros UV organicos absorvem energia da radiagcdo UV, fazendo com
que os elétrons saltem para um estado excitado. Ao retornar ao estado
fundamental, a energia € liberada na forma de calor ou luz em um comprimento

de onda maior (Figura 3). A transicdo de volta ao estado fundamental tem o
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potencial de causar modificacdes quimicas, resultando em filtros menos eficazes

para filtrar a radiacado UV (Mancebo et al., 2014).

Filtro UV organico Legenda:

; ; 5 Filtro UV orgénico — estado fundamental

Energi_a 6 Modificado por radiagéo UV

~
-> -y
\ Inativado por radiagéo UV
‘P 5 Estado de excitagdo da molécula
5 OU 5 OU -’d) Energia

") Radiacdo UV

Figura 3. Mecanismos de acédo dos filtros ultravioleta organicos. Adaptado de Mancebo et al.,
2014.

Essas substancias sdo comumente usadas em protetores solares devido
a sua capacidade de filtrar os raios UV sem deixar marcas brancas
desagradaveis na pele. Eles permitem formulacdes de protetor solar mais leves
e mais agradaveis do que aqueles que contém filtros UV inorganicos.
Frequentemente, as combinagdes organicas de filtros UV sdo usadas para
alcancar um FPS suficiente (Gilbert et al., 2013).

Vérios estudos realizados tanto em humanos quanto em outras espécies
animais indicam que alguns filtros UV orgéanicos sao substancias lipofilicas com
tendéncia a sofrer biomagnificagéo e bioacumulagéo (Bluthgen et al., 2014,
Diaz-cruz; Barceld, 2009; Ekpeghere et al., 2016; Giokas et al., 2007; Sharifan
et al., 2016; Schlumpf et al., 2008; Valle-Sistac et al., 2016).

Entre os filtros UV organicos permitidos pela legislacdo brasileira, sete
filtros (Quadro 2) estdo presentes na formulagcéo das linhas principais das duas

marcas de protetores solares mais vendidos no Brasil.

22



Quadro 2. Filtros UV organicos comuns na formulacdo de protetores solares nacionais.

Peso Espectro
Hidrosolubilidade Foérmula de
FUV CAS molecular P ~

25°C (mg/L) (g/mol) quimica absorcéao -

9 Amax (nm)
Octocrileno 6197-30-4 0,003808 361,5 C24H27NO2 UVé)(—)éJ)VB
Octissalato 881202'99' <0,001 823,1 CusHosNeOs | UVB (307)
Avobenzona 703516'09' insolvel 310,4 CaoH220s | UVA (360)
Homosalato 118-56-9 400 262,34 C16H2203 UVB (306)
187393- . , UVA - UVB

BEMT 00-6 insoltvel 627,8 C38H49N20s (310/343)
PBS 275073'81' soldvel 274,30 | CisH10N20sS | UVB (310)
ERT 88122-99- 7000 823,07 | CasHssNsOs UV’(ZI 4L)’VB

CAS: Chemical Abstracts Service; Amax: pico de absor¢cdo do comprimento de onda; nm:
nandmetro BEMT: Bis-Etilhexiloxiphenol Metoxifenil Triazina; PBS: Acido fenil benzimidazol
sulfénico; EhT: Etilhexil Triazona.

2.4.1.1. Octocrileno

O octocrileno é um éster formado pela condensacdo do acido
difenilcianoacrilico com 2-etilhexanol e é considerado pertencente a familia dos
cinamatos. Seu perfil de absorcédo de radiacdo UV possui variacdo de 290 a 360

nm, com seu pico de absorcdo a 307 nm (De Groot; Roberts, 2014).

Esta substancia pode ser utilizada em combinacdo com outros filtros UV
organicos para obtencdo de formulas com FPS mais alto e maior estabilidade
(Rai et al.,, 2012). Segundo Nash (2006), desde a aprovacao do filtro UV
avobenzona o numero de produtos contendo octocrileno aumentaram,
principalmente por apresentar sucesso como fotoestabilizante da mesma. De
Groot e Roberts (2014) ressaltam que em 2014 nos Estados Unidos e varios
paises europeus a maioria dos protetores solares possuiam octocrileno em sua

férmula, chegando a mais de 80% dos produtos em alguns paises.

O composto tem um excelente perfil de seguranga com baixa irritagao,
fototoxicidade e potencial fotoalérgico (Nash, 2006). Entretanto, alguns estudos

indicaram que o octocrileno pode apresentar efeitos alergénicos que levam a
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dermatite de contato em criancas e dermatite de contato fotoalérgica em adultos
com historico de fotoalergia ao cetoprofeno (Avenel-Audran et al.,, 2010; De
Groot; Roberts, 2014).

Quanto aos efeitos toxicoldgicos em outros seres vivos, alguns estudos
(Quadro 3) demonstraram efeitos adversos no desenvolvimento, na reproducéo

e alteracdes moleculares em organismos aquaticos (Bluithgen et al., 2014;

Campos et al., 2017b; Ozaez et al., 2016a).

Quadro 3. Efeitos toxicol6gicos do octocrileno em organismos aquaticos.

. Parametro . Resultados A
Organismo-Teste . Duracéo Referéncia
avaliado observados
Chilorella vulgaris Inibicdo de | 72 horas | Clso: 20,3 mg/I (18,5- | (Pablos et
crescimento 22,4); Clwo: 0,4 mgl/l; | al., 2015)
CENO: 3,12 mg/l
Daphnia magna Reproducéo 21 dias CENO 21 dias: | (Pablos et
20,05 mg/l al., 2015)
Daphnia magna Inibic&o alimentar | 24 horas CENO 24hs: 0,05 | (Pablos et
mg/| al., 2015)
Daphnia magna Taxa de | 48 horas CEso: 0,00318 mg/l | (Park et al.,
imobilizacédo 2017)
Potamopyrgus Reproducgéo 56 dias Sem efeitos | (Kaiser et
antipodarum observados na | al., 2012)
maior concentracéo
utilizada (50 mg/kg)
Lumbriculus Reproducéo, 28 dias Sem efeitos | (Kaiser et
variegatus Biomassa observados na | al., 2012)
maior concentracao
utilizada (50 mg/kg)
Chironomus riparius | Mortalidade, 28 dias Sem efeitos | (Kaiser et
Reproducéo, observados na | al., 2012)
Razé&o sexual maior concentracéo
utilizada (1000
mg/kg)
Chironomus riparius | Crescimento 28 dias Reducéo do | (Campos et
larval crescimento larval al., 2017b)
Chironomus riparius | Efeito estressor e | 24 horas | Aumento da | (Ozaez et
enddécrino a nivel expressao dos | al., 2016b)
celular genes EcR e Hsp70
em embrides
Chironomus riparius | Taxa de eclosao | 3 dias Reducdo na taxa de | (Ozdez et
de ovos eclosdo de ovos al., 2016b)
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Chironomus riparius | Respostas 48 horas | Aumento da | (Campos et
bioquimicas atividade do sistema | al., 2017b)

de transporte de

elétrons;

Reducao na

atividade a catalase;

Aumento na

guantidade de

Glutationa S-
Transferase

Chironomus riparius | Mortalidade 96 horas | CLso 24hs: 671,3 | (Ozdez et
mg/l; CLso 48hs: | al., 2016b)
276,9 mg/l; CLso
96hs: 95,9 mg/l

Melanoides Reproducéo 28 dias Sem efeitos | (Kaiser et

tuberculata observados na | al., 2012)
maior concentracéo
utilizada (50 mg/kg)

Danio rerio Mortalidade 48 horas Sem efeitos | (Kaiser et
observados na | al., 2012)
maior concentracao
utilizada (1000
mg/kg)

Danio rerio Bioacumulagdo e | 16 dias Efeitos na | (Bluthgen et
efeitos transcri¢éo de | al., 2014)
moleculares genes relacionados

a processos de
desenvolvimento no
cérebro e figado, e
processos
metabolicos no
figado. Influéncia na
hematopoiese, fluxo
sanguineo,
formagdo de vasos
sanguineos e no
desenvolvimento de
orgaos.

Arthrobacter Atividade da | 48 horas | Sem efeitos | (Kaiser et

globiformis desidrogenase observados na | al., 2012)
maior concentracéo
utilizada (1000
mg/kg)

Tetrahymena Inibicdo de | 24 horas | CEso: >15 mgl/l (Gao et al.,

thermophila crescimento 2013)

Tetrahymena Viabilidade celular | 6 horas Auséncia de | (Gao et al,

thermophila citotoxicidade no | 2013)
periodo de
exposicao nas
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concentracdes

utilizadas
Isochrysis galbana Inibicdo nas taxas | 72 horas | CEso: >0,15mg/l; | (Giraldo et
de crescimento CEuo: 0,103mgl/l | al., 2017)

(0,077-0,149);
CENO:  0,04mgl/l;

CEO: 0,08mg/I
Mytilus Embriogénese 48 horas | CEso: >0,65mg/l; | (Giraldo et
galloprovincialis CEao: 0,511mgl/l | al., 2017)

(0,337-0,957);
CENO: 0,02mgll;

CEO: 0,04mg/I
Paracentrotus lividus | Embriogénese; 48 horas | CEso: 0,737mg/l | (Giraldo et
Crescimento (0,567-1,091); al., 2017)
larval CE10:0,162 mg/I
(0,03-0,27); CENO:
0,02mg/l; CEO:
0,04mg/l

Clso: concentracdo inibitdria média; Clio: concentragéo inibitéria em 10%; CENO: concentracéo
de efeito ndo observado; CEO: concentracdo de efeito observado; CEso: concentragédo efetiva
média; CEio: concentracéo efetiva em 10%; CLso: concentragdo letal média

2.4.1.2. Octissalato (Etilhexil Salicilato)

7

O octissalato € um salicilato utilizado como filtro UV em cosméticos e
protetores solares, sendo uma substancia fotoestavel e também utilizada como
solvente para outros filtros, principalmente a avobenzona. Seu espectro de
absorcdo varia de 280 a 320 nm, abrangendo a radiacdo UVB (Nash, 2006;
Singh; Beck, 2007).

De acordo com Stiefel e Schwack (2014) o octilsalato e outros salicilatos
usados em cosmeéticos raramente estdo associados a alergias e outras reacdes

fotoalérgicas, e ndo apresentam atividades estrogénicas.

Atualmente, desconhece-se efeitos nocivos desta substancia para outros
organismos vivos além do ser humano, com grande lacuna de informacdes sobre
efeitos em organismos aquaticos. De acordo com Lapczynski et al. (2007) ha
escassez de dados sobre seus possiveis efeitos toxicos, principalmente em

relacdo aos efeitos crénicos.
2.4.1.3. Avobenzona (Butil metoxi dibenzoil metano)

A avobenzona é um dos filtros UV da categoria dos derivados de
dibenzoilmetano, sendo o mais utilizado entre os filtros organicos por ser o Unico

a cobrir satisfatoriamente a regido UVA 1 (340-400 nm). Entretanto esta
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substancia € bem conhecida pela fotoinstabilidade sob condicbes reais de uso
(Oguchi-Fujiwara et al., 2017).

Embora a fotoinstabilidade possa ser uma caracteristica que minimiza
danos para o meio ambiente, ndo € desejavel que a avobenzona se comporte
desta maneira na pele, onde se pretende proteger contra a radiacdo UVA. A
avobenzona se decompde em outras moléculas que ndo absorvem a radiacao,
de modo que uma formulagcéo baseada no seu potentcial de absorcéo superior,
mas nao adequadamente fotoestabilizada, perdera rapidamente muito do seu

efeito de protecéo (Cole et al., 2009).

Algumas substancias como emolientes e os filtros UV octocrileno e o
BEMT podem ajudar na fotoestabilizacdo de filtros UV fotossensiveis,
especialmente a avobenzona (Chatelain; Gabard, 2001; Cole et al., 2009; Nash,
2006). Alguns testes realizados (Figura 4) demonstraram diminuic&o significativa
da perda de absorbancia da radiacdo UV em formulacdes que possuiam

avobenzona e componentes fotoestabilizantes (Cole et al., 2009).
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Figura 4. Espectros de absorcdo de formulacdes contendo avobenzona com presenca e
auséncia de fotoestabilizantes. A. Espectro de absor¢cdo sem a presenca de fotoestabilizantes.
B. Espectro de absorcao com a presenca de fotoestabilizantes. Ambas as formulagdes foram
expostas a radiacéo UV simulada em 0, 10, 20, 30 e 50 J/cm2. Adaptado de Cole et al., 2009.

Os efeitos mais comuns da avobenzona em seres humanos sdo reagdes
alérgicas e fotoalérgicas de contato, entretanto, devido a baixa penetracao na
pele ndo representa um problema sério para seu uso (Bryden et al., 2006; Darvay
et al., 2001; Gonzalez, 2014; Nash, 2006).
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Até o momento, os efeitos da avobenza em organismos vivos (Quadro 4)
nao foram investigados minuciosamente, entretanto um estudo realizado por
Kaiser et al. (2012) indicaram auséncia de efeitos nocivos, tanto agudos como
cronicos, desse filtro UV para diversos grupos de organismos vivos dentre eles

anelideos, insetos e moluscos gastropodes.

Quadro 4. Efeitos toxicoldgicos da avobenzona em organismos vivos.

Organismo-Teste Parametro Duracdo | Resultados Referéncia
avaliado observados
Potamopyrgus Reproducéo 56 dias SEO (KAISER et al.,
antipodarum 2012)
Lumbriculus Reproducéo, 28 dias SEO (KAISER et al.,
variegatus Biomassa 2012)
Chironomus riparius Mortalidade, 28 dias SEO (KAISER et al.,
Reproducéo, 2012)
Raz&o sexual
Melanoides Reproducéo 28 dias SEO (KAISER et al.,
tuberculata 2012)
Danio rerio (embrides) | Mortalidade 48 horas | SEO (KAISER et al.,
2012)
Arthrobacter Atividade da 48 horas | SEO (KAISER et al.,
globiformis desidrogenase 2012)
Daphnia magna Taxa de | 48 horas | CEso: 0,00195 | (Park et al,
imobilizagc&o mg/l 2017)

CEso: concentragdo efetiva média. SEO: sem efeitos observados nas concentragdes avaliadas.

2.4.1.4. Homosalato

O homosalato é um salicilato liquido e viscoso de cor amarela e um ponto
de ebulicdo de 161-165 °C. E um agente altamente fotoestavel usado para
reduzir a fotodegradacdo de outros filtros UV utilizados na formulacdo de
protetores solares (Kullavanijaya; Lim, 2005; Sambandan; Ratner, 2011; Urek et
al., 2013).

Por apresentar um alto perfil de seguranca e ser um filtro pouco eficaz,
esta substancia é adicionada em grandes concentracdes em produtos de
protecdo solar para aumentar o nivel de prote¢éo contra a radiacdo UVB. Além
disso, por ser uma substancia hidrofébica € utilizado como solvente para outros
filtros UV (Kullavanijaya; Lim, 2005; Palm; O’Donoghue, 2007; Sambandan;
Ratner, 2011).
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De acordo com Urek et al. (2013), o homosalato pode ter efeitos
enddcrinos simulando ou inibindo as a¢des de hormoénios end6genos. Um estudo
in vitro de Schlumpf et al. (2001) demonstrou atividade estrogénica do
homosalato em células de cancer mamario. Uma pesquisa com diversas
espécies de peixes conduzida por Gago-Ferrero et al. (2012) indicou que o
homosalato pode acumular-se seletivamente em tecidos de peixes de acordo
com a espécie. Outros estudos demonstraram efeitos minimos ou inconclusivos

guanto aos efeitos toxicologicos desta substancia (Quadro 5).

Quadro 5. Efeitos toxicol6gicos do homosalato em organismos vivos.

Organismo-Teste | Parametro Duracdo | Resultados Referéncia
avaliado observados

Tetrahymena Atvidade do MXR | 60 min. Baixa inibicho da | (Gao et al,

thermophila atividade do MXR. | 2016)

Medidas de Clso ndo
calculaveis com as

concentracdes
utilizadas.
Danio rerio Presenca da | 96 horas | Sem efeitos nas | (Schreuers et
atividade de concentracdes al., 2002)
xenoestrogénios utilizadas

MXR: multiple xenobiotics resistance phenotype; Clso: concentragdo inibitéria média.
2.4.1.5. Bis-Etilhexiloxiphenol Metoxifenil Triazina (Bemotrizinol)

O bemotrizinol é um filtro UV orgénico de amplo espectro (Figura 5), com
picos maximos de absor¢do UV em 310 e 343 nm (UVA e UVB) e insoluvel em
agua (Osterwalder et al., 2014; Wang; Lim, 2011). Segundo Morabito et al. (2011)
este filtro UV age como fotoestabilizador quando combinado com a avobenzona

gerando um efeito sinérgico para melhor protecédo contra radiagdo UVA.

De acordo com Ashby et al. (2001), ndo ha indicios de atividade estrogénica
e androgénica deste filtro UV em mamiferos, entretanto, devido a escassez de
estudos ndo é possivel afirmar o perfil de seguranca deste filtro para outros

organismos.
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Figura 5. Estrutura quimica e espectro de absor¢cdo do bemotrizinol. * eficiéncia de extin¢ao,
refere-se a extingao tedrica de uma solugdo a 1% da substancia medida a um comprimento de
caminho 6ptico de 1 cm. Fonte: Adaptado de Tuchinda et al., 2006.

2.6.1.6. Acido fenil benzimidazol sulfénico (Ensulizole; PBS)

O PBS é um filtro solar que possui propriedades Unicas sollveis em agua
com alta fotoestabilidade e alta absorcéo de radiacdo UVB com um pico maximo
de 310 nm. Formulacdes que contém este filtro UV necessitam de maiores
cuidados, pois a solubilidade desta substancia sofre variagbes com o pH e em
alguns casos pode ocorrer cristalizagdo. (De Polo, 1998; Oguchi-Fujiwara et al.,
2017).

O PBS é comercializado na Europa desde 1933 e, na Alemanha, é
relatado sua presenca em mais de 20% dos produtos de protecdo solar. Alguns
estudos indicam que seus efeitos na pele como irritacdo, sensibilizacao,
fototoxidade e fotoalergias séo raros. Entretanto a quantidade de informacodes
disponiveis sobre o perfil de seguranca para seres humanos nao € tdo grande
guando comparadas com as informacdes de outros filtros UV (Nash, 2006). Uma
pesquisa realizada por Vidal et al. (2003) com amostras de urina demonstrou a

excrecao de PBS apos a aplicacao do filtro UV na pele de voluntarios.

De acordo com Grabicova et al. (2013), além da deteccdo em ambientes
aquaticos, existe pouca informacéo disponivel sobre o PBS como os efeitos

bioldgicos e seu modo de acao na biota aquatica.
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2.4.1.7. Etilhexil Triazona

Etilhexil Triazona (Figura 6) € um filtro UVB com pico de absorcdo em 314
nm. A sua estrutura € composta pelo cromoforo do acido para-aminobenzdico
(PABA), ligado a um anel de triazina. Embora sua solubilidade seja limitada, o
EhT pode ser incorporado em formulagbes de filtro solar em quantidades
substanciais (Diffey, 2005; Tuchinda et al., 2006).
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Figura 6. Estrutura quimica e espectro de absor¢éo do etilhexil triazona. * eficiéncia de extin¢do.
Fonte: Adaptado de Tuchinda et al., 2006.

Sommer et al. (2002), relataram o primeiro caso de alergia por fotocontato
causada pela EhT. Um estudo realizado por Scalia et al. (2018) indicou que
quantidades significativas dessa substancia penetram no estrato cérneo da pele

em condi¢Bes reais de uso dos protetores solares.

Os efeitos toxicologicos da EhT ndo foram extensivamente avaliados,
entretanto testes realizados pela BASF SE em diversos grupos de organismos

nao indicaram riscos para o meio ambiente (Quadro 6) (ECHA, 2016).
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Quadro 6. Efeitos toxicolégicos da etilhexil triazona em organismos vivos.

. Pardmetro ~ Resultados a
Organismo-teste . Duracéo Referéncia
avaliado observados
Brachydanio rerio Mortalidade 96 horas | CLso >1000 (BASF AG,
mg/L 1987)
Danio rerio Mortalidade, Efeitos | 35 dias CENO = | (BASF AG,
sub-letais 1,01pg/L 2007a)
(viabilidade dos
embrides, taxa de
ecloséo dos ovos,
etc.)
Daphnia magna Mortalidade 48 horas | CEso >500 mg/L | (BASF AG,
1986)
Reproducéo 21 dias CENO =1 ug/L | (BASF AG,
2007b)
Scenedesmus Reducgéo nas taxas | 72 horas CEso >80 mg/L | (BASF AG,
subspicatus de crescimento 1995)
CENO 280 mg/L

CENO: concentracdo de efeito ndo observado; CEso: concentracdo efetiva média; ClLso:
concentracao letal média. Fonte: Adaptado de ECHA, 2016.

2.4.2. Filtros ultravioleta inorganicos

Os filtros UV inorganicos sédo substancias fotoestaveis que protegem
contra a radiacdo UV refletindo, espalhando, ou absorvendo-a (Figura 7) de

acordo com o tamanho de suas particulas (Hexsel et al., 2008).

Os filtros UV inorganicos mais utilizados sdo o dioxido de titanio (TiO2) e
0 Oxido de zinco (ZnO). Atualmente, estes 6xidos séo preparados em particulas
nanométricas, que apresentam menor reflexo de radiacéo visivel, produzindo
assim menos efeito de coloracdo branca quando aplicadas na pele e possuem
propriedades especiais do ponto de vista da eficacia fotoprotetora (Manaia et al.,
2013). O uso de filtros UV inorganicos em protetores solares apresenta varias
vantagens quando comparados com filtros UV organicos, como maior

fotoestabilidade e baixa taxa de reacao fotoalérgica (Burnett; Wang, 2011).
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Figura 7. Mecanismos de agéo dos filtros ultravioleta inorgénicos. Adaptado de Mancebo et al.,
2014.

As particulas convencionais de TiO2 e ZnO, foram classificadas como
biologicamente inertes, pois ndo possuem perfis de toxicidade significativos.
Tanto o ZnO como o TiO2 foram utilizados em varios produtos durante décadas,
sendo o ultimo um dos pigmentos brancos mais utilizados atualmente. Apesar
de serem substancias consideradas seguras, a capacidade de suas versdes em
nanoparticulas causar efeitos toxicos € motivo de preocupacado (Burnett; Wang,
2011).

2.5. Radiacgéao ultravioleta

O Sol emite radiacéo eletromagnética na faixa dos raios gama, raios X,
raios ultravioleta (UV), luz visivel, luz infravermelha e raios de comprimento de
onda mais longos. Com excec¢édo dos raios gama e X, 0S outros espectros de
radiacdo eletromagnética emitidos pelo sol alcancam a superficie terrestre,
sendo a radiacao UV correspondente a cerca de 6% do espectro solar (Oguchi-
Fujiwara et al., 2017).

O espectro da radiagcdo UV (Figura 8) compreende a faixa de 100 a 400
nandmetros (nm) e é dividido nas seguintes regides: UVC (100 a 290 nm), UVB
(290 a 320 nm) e UVA (320 a 400 nm) (Debuys et al., 2000; Palm; O’Donoghue,
2007; Shaath, 2005). A radiacdo UVA é subdividida em duas regides: UVAII de
onda curta (320 a 340 nm) e UVAI de onda longa (340 a 400 nm). A radiacao
UVC normalmente ndo alcanca a superficie terrestre por causa da filtracdo pelo

ozbnio e pela umidade atmosférica, entretanto, a atmosfera nao protege
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completamente os seres humanos dos danos causados pela radiacdo UVB e
UVA (Debuys et al., 2000; Shaath, 2005).

raios X raios ultravioleta luz visivel

100 290 320 400 700 (nm)

Figura 8. Espectro da radiac&o ultravioleta.
Segundo Kullavanijaya e Lim (2005), a quantidade de radiacdo UVA e
UVB que atingem a superficie da Terra sofrem variacdes de acordo com fatores
como a latitude, a altitude, a estacéo do ano e a camada de ozonio. Sendo o0s
locais com maior incidéncia de radiacdo UV a linha do Equador e locais de maior

elevacao.

A radiacdo UVB causa danos principalmente no DNA de queracinécitos,
sendo absorvida por essas células levando a formacdo de fotoprodutos
diméricos entre bases de pirimidina adjacentes. A acdo da UVB pode levar ao
bloqueio da sintese e falhas no reparo do DNA. A radiacdo UVA danifica
indiretamente o DNA reagindo com cromoéforos e fotossensibilizadores, como
porfirinas, citocromos, heme, riboflavina e triptofano que geram radicais livres
(Hibler et al., 2016).

2.6. Organismo-Teste - Biomphalaria glabrata (SAY, 1808)

Os planorbideos sdo uma familia pertencente a ordem Basommatophora
(pulmonados de agua doce), com cerca de 300 espécies, dos quais

aproximadamente 10% pertencem ao género Biomphalaria (Jarne et al. 2011).

No Brasil é possivel encontrar dez espécies desse género, com
distribuicdo geografica em grande parte do territorio brasileiro (Quadro 7), sendo
elas: Biomphalaria glabrata, B. tenagophila, B. peregrina, B. schrammi, B.
straminea, B. kuhniana, B. intermedia, B. amazobnica, B. oligoza e B. occidentalis
(Lima, 1995).
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Quadro 7. Distribuicao geografica do género Biomphalaria no Brasil.

Espécie Distribuicdo geografica (estados)

B. glabrata AL, BA, CE, DF, ES, GO, MA, PA, PB, PR,
PE, PI, RJ, RN, SP, SE e MG

B. tenagophila BA, DF, ES, GO, PR, RJ, RS, SC, SP e MG

B. peregrina GO, MS, RJ, SP, PR, SC, RS, DF, MT e MG

B. schrammi DF, ES, MG, RJ, SP, MT, MS, RN, AC, AL,
BA, CE, GO, MA, PA, PE, PI,RO, SE, TO, AP,
PB, RR

B. straminea AM, RR, AC, PA, MA, PI, CE, RN, PB, PE, AL,
SE, BA, ES, GO, DF, SP, MT, MS, PR, RS,
RJ e MG

B. kuhniana PA

B. intermedia SP e MS

B. amazonica AC, AM, MT, MS e RO

B. oligoza MS, PR, RS e SC

B. occidentalis AC, AM, RO, MT, MS, SP, PR e MG

Fonte: Adaptado de Lima,1995.

De acordo com Carvalho et al. (2008) entre as dez espécies do género

Biomphalaria encontradas no Brasil, apenas B. glabrata, B. tenagophila, B.

straminea sdo encontradas naturalmente infectadas por Schistosoma mansoni,

trematddeo causador da esquistossomose.

O caramujo aquético B. glabrata € o maior molusco da familia Planorbidae

apresentando concha com até 40 mm de diametro e 11 mm de largura. (Lima,

1995; Jarne et al., 2011). A concha do individuo adulto apresenta de 5 a 6 giros

que aumentam

lentamente em diametro. As espirais normalmente sao

arredondadas nas laterais, embora algumas vezes podem ser achatadas ou
angulares (Figura 9) (Jarne et al., 2011; PAHO, 1968).
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Figura 9. Concha de B. glabrata. Fonte: Appleton; Miranda, 2015.

Como outros géneros de moluscos pulmonados, os individuos do género
Biomphalaria sdo hermafroditas e possuem uma reproducdo muito eficiente.
Apesar de possuir a capacidade da reproducdo por autofecundacdo, a
fecundacao cruzada é preferencial entre as espécies desse género (Paraense;
Correa, 1988). O sistema genital é formado por uma parte responsavel pela
producdo dos gametas masculinos e femininos, e outra composta pelos 6rgaos
de coépula, transferéncia e armazenamento dos gametas. Devido ao rapido
amadurecimento sexual e a possibiidade do armazenamento de
espermatozoéides, as espécies desse género se reproduzem praticamente
durante todo seu periodo de vida (Paraense; Correa, 1988; Teles; Carvalho,
2008).

A autofecundacdo facilita a recuperacdo das populacbes apos a
passagem de eventos desfavoraveis que podem causar o aumento da taxa de
mortalidade, e favorece a ampliacdo das é&reas colonizadas, quando da
dispersdo de um ou poucos exemplares. Apesar da autofecundacgéo implicar no
aparecimento de populac6es com baixa variabilidade genética devido ao efeito
fundador, ela favorece preservacao das taxas de crescimento populacional com
a producgédo permanente de novos individuos. Além disso, também permite a
restauracdo das densidades das populacdes locais ao fim dos periodos em que
prevalecem impedimentos ao desenvolvimento das espécies (Teles; Carvalho,
2008).
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A distribuicdo de B. glabrata (Figura 10) esta quase sempre associada a
distribuicdo da esquistossomose, sendo notificada em 16 estados brasileiros
além do Distrito Federal (Carvalho et al., 2008).
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Figura 10. Distribuicdo do caramujo B. glabrata no territério brasileiro. Fonte: Carvalho et al.,
2008.

Por apresentar grande relevancia ambiental, o caramujo aquético B.
glabrata é uma 6tima alternativa para o monitoramento da qualidade de recursos

hidricos e avaliacédo de poluicdo ambiental no Brasil (Tallarico, 2015).
2.7. Toxicologia Ambiental

A ecotoxicologia nasceu como uma combinac¢ao de ecologia e toxicologia
e, fiel as suas origens multidisciplinares, avancou rapidamente na integracao de
muitas disciplinas, incluindo bioquimica, fisiologia, biologia de sistemas,

bioinformética, bioestatistica, entre outros. Recentemente, expandiu-se para
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novos ramos de ponta, como a nano-ecotoxicologia e a ecotoxicogendmica
(Campana; Wlodkowic, 2018).

Como um novo ramo da toxicologia, a ecotoxicologia foi proposta
inicialmente por René Truhaut (1977) em 1969 no Conselho Internacional de
Ciéncia (CIC) na cidade de Estocolmo, visando avaliar os efeitos nocivos sobre
varios constituintes dos ecossistemas para a poluicdo quimica resultante em
grande parte por acdes antropicas. Segundo Truhaut (1977) a ecotoxicologia
pode ser definida como "o ramo da toxicologia relacionado ao estudo dos efeitos
toxicos causados por poluentes naturais ou sintéticos, aos constituintes dos
ecossistemas, animais (incluindo humanos), vegetais e microorganismos, em um
contexto integral". Zagatto e Bertoletti (2006) ressaltam que este ramo da
ciéncia, implica em uma visdo mais ampla do que a simples avaliacdo de efeitos
das substancias sobre os organismos. A toxicidade ou ecotoxicidade pode nao
ser o resultado da acdo de apenas uma substancia isolada, mas da interacdo e
magnitude de varios agentes presentes num determinado ambiente. Assim, a
avaliacdo dos efeitos em um determinado ambiente passa pelo conhecimento
das fontes de emissdo dos poluentes, bem como de suas transformacoes,
difusbes e destinos no ambiente.

Em uma definicdo mais atual, a ecotoxicologia pode ser definida como o
estudo do destino e dos efeitos de substancias quimicas sobre os componentes
de um ecossistema, baseado no emprego de métodos de laboratério e de campo
(Sisinno; Oliveira-Filho, 2013). Deste modo, a ecotoxicologia é um ramo da
ciéncia que foi criado como ferramenta de monitoramento ambiental, baseada
principalmente na resposta de organismos a estressores quimicos (Magalhaes;
Ferrdo-Filho, 2008).

Em ecotoxicologia, os ensaios de toxicidade aguda avaliam a capacidade
de uma substancia ou mistura causar efeitos danosos, geralmente mortalidade
ou imobilidade, aos organismos-teste ap0s periodos curtos de exposi¢cdo a
amostra (normalmente inferior a 96 horas). Com um objetivo mais amplo, os
ensaios de toxicidade cronica avaliam a exposicdo de organismos-teste as
substancias ou misturas por intervalos de tempo significativos em relacdo aos
seus ciclos de vidas, geralmente superior a 72 horas. Nestes testes séo
avaliados efeitos mais sutis, como alteracao sobre a reproducéo e o crescimento,
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além da morte dos organismos expostos, mesmo que ocorra de forma mais lenta
(Arenzon et al., 2011).

3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

Avaliar e comparar os efeitos adversos dos dois protetores solares mais
vendidos no Brasil na sobrevivéncia, reproducdo e desenvolvimento de

caramujos.
3.2. Objetivos especificos

a. Determinar a toxicidade aguda com a avaliacdo das taxas de mortalidade de
dois protetores solares comerciais para o caramujo aquatico Biomphalaria

glabrata.

b. Avaliar os efeitos adversos de protetores solares comerciais sobre a

reproducdo do caramujo aquatico Biomphalaria glabrata.

c. Demonstrar e identificar as malformacdes embrionarias causadas por

protetores solares ao caramujo aquatico Biomphalaria glabrata.

d. Avaliar os efeitos adversos dos protetores solares sobre a taxa de eclosdo

de ovos do caramujo aquatico Biomphalaria glabrata.

e. Comparar as diferencas entre os efeitos causados pelos dois protetores

solares nos ensaios agudos e crbnicos realizados.
4. Metodologia

4.1. Selecao dos protetores solares

Para a selecao dos produtos comerciais a serem utilizados nos ensaios
foi realizada a busca pelo ranking de vendas nacional nos “websites” de
mercados e associacdes. A opg¢ao utilizada foi a do “Supermercado Moderno”
(SM, 2017), que relata duas marcas como as mais utilizadas nos anos de 2015,
2016 e 2017. Além do ranking de vendas nacional outros critérios foram
considerados, como diferenca na composicéo entre os dois protetores solares,
principalmente em se tratando dos filtros UV (Tabela 1) e o fator de protecéo
solar (FPS).
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Tabela 1. Composicao quimica dos protetores solares utilizados nos ensaios.

Substancias ativas

Filtro ultravioleta

Concentragdo/Faixa de
concentracdo (mg/qg)

PsA  Octocrileno* 50
Etilhexil Salicilato (Octilsalato) 50
Butil metoxidibenzoilmetano (Avobenzona)* 45
Homosalato 130
Bis-Etilhexiloxiphenol Metoxifenil Triazina* 5
Acido fenil benzimidazol sulfénico (PBS) 1-80*
Dioxido de Titanio (nanoparticulas) 110 — 250**

PsB  Octocrileno* 50 — 100**
Etilhexil Triazona 1-50**
Butil metoxidibenzoilmetano (Avobenzona)* 25 — 50**
Bis-Etilhexiloxiphenol Metoxifenil Triazina* 1-100**
Dioxido de Titanio 110- 250**

Ingredientes inativos

Substéancias presentes em

Substancias exclusivas
ambas as amostras

PsA  Alcool, pantenol, estearato de glicerila, glicerideo
de coco hidrogenado, glicerina, fécula de tapioca,
goma xantona, metilparabeno, silica dimetil
sililato, estearoil glutamato de sddio, hidroxido de

sédio, EDTA trisédico, cloreto de sédio, lilial Agua, alcool benzilico,

fenoxietanol, dimeticona, acetato
de tocoferol, copolimeros de
acrilatos/C10-30 acrilato de
alquila, alfa-isometilionona,
citronelol, courmarina, limoneno,
eugenol, genariol, linalol

PsB Benzoato de alquila C12-15, amido
octenilsuccinato de aluminio, butilenoglicol, cetil
fosfato de potassio, tricontanil PVP, Silica,
trietalonamina, palmitato de cetila, triberrenina,
alcool esterailico, caprylyl methicone, EDTA
dissédico, carbdmero, hexil cinamaldeido,
benzoato de benzila, hidroxicitronelal, alcoois
C14-22/C12-20 alquil glucosideo

*Filtros UV presentes ambas as amostras. **Valores estimados para as faixas de concentracao
estimada. Quantidade minima possivel estimada pela comparacdo com a férmula de outros
protetores solares de mesmo FPS, e a maxima de acordo com os limites permitidos pela
legislacédo brasileira.

Para as marcas selecionadas, optou-se em realizar 0os testes com 0s
produtos de FPS 50. De acordo com Osterwalder et al. (2014) protetores solares
da categoria de alta protecao, FPS entre 30 e 50, sao os produtos mais vendidos
mundialmente, variando de 50 a 60% das vendas dependendo da regido e
possuem concentracdes maiores de filtros UV em suas formulac¢des. Segundo o

guia de categorias do Supermercado Moderno (SM, 2017), os dois principais

40



critérios utilizados pelos consumidores na compra dos protetores solares séo a

marca e o FPS.
4.2. Selecao de espécie teste

Para a realizacdo dos ensaios foram selecionados o caramujo aquético
Biomphalaria glabrata. Os caramujos do género Biomphalaria sdo amplamente
estudados no Brasil, sobretudo porque trés das suas espécies sao hospedeiras
intermediarias do Schistosoma mansoni, trematddeo causador da
esquistossomose mansoénica. A Biomphalaria glabrata (Say, 1818) (Figura 11),
€ 0 maior molusco da familia Planorbidae e sua distribuicdo geografica se da por
cerca de dezesseis estados do Brasil, além do Distrito Federal (Oliveira-Filho,
2003), 0 que déa a esse organismo uma caracteristica importante na sua escolha
como organismo teste para o presente estudo.

Além disso, por ser um organismo bentbnico, o caramujo B. glabrata
apresenta-se como organismo ideal para testes com materiais que sofrem

precipitacdo em meio liquido.

Figura 11. Caramujo aquatico Biomphalaria glabrata.

4.3. Determinacéo de efeitos adversos sobre Biomphalaria glabrata

Visando determinar o potencial toxico dos protetores solares para
organismos bentonicos, foram realizados ensaios agudos e cronicos para avaliar
os efeitos adversos dos compostos selecionados sobre caramujos da espécie
Biomphalaria glabrata. A escolha desse organismo bentdnico para a realizacao

dos testes demonstrou-se ideal principalmente pela tendéncia das substancias
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dos protetores solares se precipitarem em meio liquido e ficarem aderidas nas
paredes dos recipientes. Além disso, como € uma espécie comum no territorio
brasileiro € pertinente a investigacdo dos efeitos adversos destes produtos
nacionais para a mesma. Esses organismos jA vém de longa data sendo
cultivados no Laboratorio de Ecotoxicologia da Embrapa Cerrados (Figura 12),
sendo utilizados em varios ensaios (Araujo et al., 2018; Oliveira-Filho et al.,

2009a, 2009b; Oliveira-Filho et al., 2016).

Figura 12. Cultivo de B. glabrata, Laboratério de ecotoxicologia, Embrapa Cerrados

Para a exposi¢cédo do caramujo aos protetores solares foram preparadas
diluicbes dos produtos em agua mole sintética com dureza de 40-42 mg/L em
carbonato de célcio (CaCOs) e temperatura média da agua de 25°C para todos
0s experimentos realizados, tanto o teste de toxicidade aguda quanto os testes
de toxicidade cronica. A preparacdo das concentracbes foi realizada em
beckeres de 2L para a divisdo do volume total em recipientes menores. Como
0s protetores solares sao produtos viscosos optou-se pela pesagem do produto
em uma balanca de precisdo da marca Sartorius® modelo ED224S (Figura 13).
As quantidades pesadas foram diluidas previamente em uma aliquota de agua
mole sintética para a concentracao pretendida e em seguida adicionada ao total
em um recipiente maior. Para melhor homogeneiza¢do do produto na 4gua, a
mistura entre o protetor e a agua foram deixadas em um agitador magnético da

marca Velp Scientifica® modelo ARE (Figura 13) por cerca de dez minutos.
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Figura 13. Equipamentos utilizados para pesagem e solubilizacdo dos protetores solares. A.
Balanca Sartorius® ED224S. B. Agitador magnético Velp Scientifica® ARE.

4.3.1. Determinacédo de toxicidade aguda (CLso)

Os testes de toxicidade aguda (Figura 14) foram realizados a partir da
exposicdo de 10 organismos adultos em recipientes de 300 ml com duas réplicas
para cada concentracdo. Geralmente para a obtencdo da concentracdo letal
meédia de uma substancia sobre um determinado organismo utiliza-se estudos
anteriores como referéncia para a determinagdo das concentracdes a serem
utilizadas para a andlise estatistica. Entretanto, como a maioria dos produtos
comerciais ndo passam por esses tipos de testes, foram realizados testes

preliminares para a determinagéo das concentracdes a serem avaliadas.

Figura 14. Testes de toxicidade aguda. Caramujos adultos expostos as diluicbes de protetores
solares.

As concentracgfes utilizadas nos testes de toxicidade foram 3, 6, 9 e 12
g/L para o protetor solar A (PsA) e 4, 8 e 16 g/L para o protetor solar B (PsB). O
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periodo de exposicdo de cada teste foi de 96h com a renovacao diaria das
diluicbes de cada concentracdo. A mortalidade foi monitorada e registrada

diariamente e os individuos mortos foram removidos da solu¢ao.
4.3.2. Determinacgéo da toxicidade crbnica
4.3.2.1. Reproducéo

Os testes de toxicidade cronica com avaliacdo da reproducéo (Figura 15)
foram realizados através da exposicdo individual do organismo teste a diluicdo
dos produtos em agua mole sintética por um periodo de 4 semanas com duas
trocas semanais das diluicbes. As diluicdes foram acondicionadas em
recipientes de 300 ml revestidos internamente com papel celofane, renovado a
cada troca, para facilitacdo da coleta e visualizagcdo das massas de ovos.

Figura 15. Testes de toxicidade cronica para avaliacdo dos efeitos dos protetores solares sobre
a reproducao do caramujo Biomphalaria glabrata.

A cada troca de diluicAo os organismos testes eram alimentados com
cerca de 1cm? de alface (Lactuca sativa) e cerca de 0,20 mg racdo comercial
para peixes de aquario. Os caramujos foram aclimatados (Figura 16) em agua
mole sintética durante sete dias antes do inicio da exposicdo. Os testes foram
realizados com 5 caramujos para cada concentragdo e 5 caramujos para 0 grupo
controle (Agua mole sintética).
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Figura 16. Alimentacao utilizada durante os testes de toxicidade cronica. A. Ragdo comercial de
peixes. B. Caramujos aclimatados em &gua mole sintética alimentados com alface (Lactuca
sativa).

Foram avaliadas a quantidade de postura de massas de ovos e a
guantidade de ovos em cada massa. Para a quantificacdo das massas néo foi
necessaria a utilizacdo de instrumentos Opticos, enquanto a quantificacdo de

ovos utilizou-se uma lupa da marca Zeiss® modelo Stemi 2000 (Figura 17).

Figura 17. Lupa Zeiss® modelo Stemi 2000 utilizada para a contagem de ovos no teste de
toxicidade cronica.

As concentracoes utilizadas no teste foram determinadas a partir de testes
preliminares e dos resultados encontrados nos testes de toxicidade aguda,
sendo 0,03 g/L e 0,3 g/L para o protetor solar A, e 0,8 g/L, 2,5 g/L e 4 g/L para o
protetor solar B. As concentracdes do protetor solar A sofreram maior redugéo
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devido aos primeiros testes preliminares causarem mortalidade antes do fim dos

testes de toxicidade crbénica.
4.3.2.2. Desenvolvimento embrionario

Para avaliacdo do desenvolvimento embrionario foram coletadas desovas
de até 24 horas. As desovas foram divididas em grupos com 57 a 65 ovos
(Tabela 2) e expostas a duas concentracfes de cada uma das amostras. Em
termos de comparacgao, foram expostas desovas com quantidade similar de ovos
a agua mole sintética considerada como grupo controle. As concentragfes de
cada uma das amostras foram determinadas de acordo com os resultados dos
testes de toxicidade crénica para a reproducdo dos caramujos, sendo 0,03 g/L e

0,3 g/L para o protetor solar A e 0,4 g/L e 0,8 g/L para o protetor solar B.

Tabela 2. Grupos de desovas expostos aos protetores solares para avaliagdo dos efeitos sobre
0 desenvolvimento embrionario.

Concentracéo (g/L) Massas de ovos Ovos
Grupo controle - 6 59
0,03 5 60
PsA
0,3 7 65
0,4 5 57
PsB
0,8 5 60

PsA: Protetor solar A; PsB: Protetor solar B.

O experimento teve duracao de 10 dias com observacdes no 4°, 7° e 10°
dia, sendo avaliados os seguintes critérios: mortalidade dos embribes,
malformacgdes e retardo da eclosao dos ovos. Os embrides foram observados
com o auxilio de um microscépio da marca Zeiss® modelo Lab A1 Axio e uma

lupa da marca Zeiss® modelo SteREO Discovery.V12 (Figura 18).
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Pl

Figura 18. Equipamentos utilizados para observagao dos embrides. A. Microscéopio Zeiss® Lab
Al Axio. B. Lupa Zeiss® SteREO Discovery.V12.

As malformacdes embrionarias foram classificadas segundo os critérios
descritos por Geilenkirchen (1966) com algumas modificacdes, sendo elas:
malformacédo inespecifica (morfologia ndo definida do embrido), embrido
hidropico (embrido cheio de liquido), malformacdo de concha e polioftalmia

(presenca de dois ou mais olhos em um dos lados da regido cefélica).
4.3.3. Analises estatisticas

A analise dos resultados dos testes de toxicidade aguda foi realizada por
meio da observacdo da mortalidade. Para a determinacdo das concentragcdes
letais para 50% dos individuos (CLso) e a avaliagdo do efeito concentracéo
depedente utilizou-se o0 método Trimmed Spearman Karber com intervalo de
confianca de 95% (Hamilton et al., 1977) e a Analise de desvios (ANODEV),
respectivamente. O calculo estatistico do método Trimmed Spearman Karber
consiste em determinar a concentracao letal media através da exposi¢cao de um
organismo para diferentes concentragcdes e contabilizagdo da quantidade

individuos mortos para cada uma delas.

Para quantificar se h& diferengas significativas na quantidade de desovas
e ovos gerados por cada individuo nos testes sobre efeitos na reproducéo,
utilizou-se a Andlise de variancia (ANOVA) e o Procedimento Dunnett (Dunnett,

1955). O procedimento de Dunnet € utilizado para a comparacao entre as medias
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dos grupos testados e a média do grupo controle. Além da comparacao das
médias dos grupos expostos com o grupo controle, o procedimento de Dunnett
também foi utilizado para comparar todos 0s grupos com a maior concentracao
utilizada nos testes (PsB 4 g/l) para a comparacao dos efeitos téxicos dos dois

protetores solares.

Em relacdo a taxa de eclosdo de ovos, mortalidade de embrides e a
proporcao de malformacdes observadas, foi utilizado o teste de independéncia
Qui-quadrado para avaliar se ha diferencas entre os protetores solares e o grupo

controle.

As analises estatisticas foram realizadas com o software SPEARMAN da
Universidade Estadual de Montana — EUA e o software SPSS Statistics 23 da
IBM®. Com excecéo da CLso, todas as analises estatisticas foram realizadas com
o software SPSS Statistics 23.

5. Resultados e discussao

5.1. Testes de toxicidade aguda

A CLso para o PsA foi de 10,6 g/L em 48 horas e 6,8 g/L em 96 horas,
enguanto para o PsB foi de 13,7 g/L em 48 horas e 9,8 g/L em 96 horas (Tabela
3). Os resultados indicam que o PsA apresenta maior toxicidade para o
organismo teste nos dois periodos de exposi¢do avaliados.

Tabela 3 — Concentracdo Letal Média (CLso) das amostras para B.glabrata.

Clso—48 h (g/L) ClLso— 96 h (g/L)
10,6 6,8
PSA (5,2 21,7) (5,6 — 8,4)
13,7 9,8
PsB (9,4 - 20,0) (8,7-11,1)

CLso: concentracéo letal média.

De acordo com a analise de desvios (ANODEV), a exposicdo a
concentragdes mais elevadas nos intervalos utilizados para ambas as amostras
de protetor solar leva a maiores taxas de mortalidade durante um periodo de 96

horas (p<0,01), indicando efeito concentracao dependente (Figura 19).

48



Protetor Solar A

45h 96h

100
-

9 80
P

= 60
=
=

= 4
=
i=}
L.}

= 20

0

3 6 9 12
Concentracio (g/L)
Protetor Solar B
48h 96h

100

O
=
S

= 6
=
=

= 40
R
-
=

= 20

0

4 8 14
Concentracao (g/L)

Figura 19. Taxa de mortalidade em B. glabrata exposta aos protetores solares durante os
periodos de 48 e 96 horas. Diferencas signficativas (p<0,01) foram encontradas entre as
concentracdes em ambas as amostras de acordo com a Analise de desvios (ANODEYV).

A variedade e quantidade de substancias presentes nas formula¢des dos
protetores solares e as possiveis interacdes entre elas podem ser dois fatores
que influenciam em seus efeitos toxicos. De acordo com Giraldo et. al. (2017),
protetores solares comerciais sdo compostos por misturas de substancias
guimicas com efeitos combinados desconhecidos. As amostras apresentam
similaridades em sua composicéo, entretanto, a formulacédo do PsA possui maior
quantidade de filtros UV. Possivelmente sua maior toxicidade se deve a esse
fator, combinado com as interacdes entre as substancias presentes em sua

formula.
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Dentre as substancias presentes na formulacdo dos protetores solares,
os filtros UV s&o mais nocivos para organismos vivos do que 0s excipientes
(emulsificantes, emolientes, entre outros). Quando comparadas com as
concentracbes dessas substancias encontradas no meio ambiente, as
concentracdes isoladas de filtros UV presentes nas Clso-9sh €em ambos 0s
produtos sédo consideravelmente superiores (Tabela 4), o que pode indicar a
auséncia de riscos para a sobrevivéncia desse organismo no meio ambiente.
Entretanto, as interacdes de substancias dos protetores solares com outras
substancias presentes no meio ambiente e o possivel aumento de efeito toxico

nao devem ser desconsiderados.

Tabela 4. Concentragdes de filtros UV presentes no valor de CLso - 96 h de PsA (6,8 g/L) e PsB
(9,8 g/L) e concentracBes encontradas em ecossistemas aquéticos.
Filtros Ultravioleta Quantidade presente Concenracgdes ambientais (g/L)
na CLso 96 h(g/L)

0,011e7- 44,5e7 (Brausch; Rand, 2011);
0,87e7 —68,.12e”7 (Tsui et al., 2014);
0,01e” (Kameda et al., 2011);

0,34 (PsA)

Octocrileno 0,34 — 0,98* (PsB)

0,28e7 — 10,3e” (Tsui et al., 2014);

Etilhexil Salicilato 0,106e7 (Wu et al., 2013);

0,34 (PsA) 0.38e7 (Kameda et al., 2011);
1,46e7 - 5,86e”7 (Roman et al, 2011)
0,62e7 — 3,21e” (Bratkovics;
Avobenzona 02 40’_38 gf'b(‘l)st) Sapozhnikova, 2011);
' ' 0,24e7 (Poiger et al., 2004)
0,29e7 — 28,12e7 (Tsui et al., 2014);
Homosalato 0.88 (PsA) 3,42e7 —7,12e7 (Roman et al., 2011)
0,03 (PsA) NA
BEMT 0,01 — 0,98*(PsB)
PBS 0,007 — 0,54* (PsA) 0,11e7 — 5e7 (Grabicova et al., 2013)

Di6xido de Titanio

EhT

0,75 — 1,7* (PsA)
1,08 — 2,45* (PsB)

0,01 — 0,49* (PsB)

2,5e7 — 88e”7 (Johnson et al., 2011)

NA

*Intervalo da concentragdo estimada presente na CLso das amostras. NA: ndo avaliadas.
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Atualmente grande parte dos estudos foca nos efeitos toxicos dos filtros
ultravioleta sobre organismos vivos e ignoram o0s impactos que podem ser

causados pelas formulagdes comerciais dos protetores solares.

Park et al. (2017) demonstraram que alguns filtros UV orgénicos podem
apresentar maior toxicidade aguda quando presentes em misturas. Entretanto,
Molins-Delgado et al. (2016) relataram efeitos mitigatérios em misturas, onde
alguns FUV antagonizam com outros diminuindo assim sua toxicidade aguda.
Devido a variedade de efeitos sinérgicos entre essas substancias, torna-se
necessario a avaliacdo da toxicidade dos produtos que serdo comercializados e

nao apenas de seus principios ativos.

De acordo com alguns estudos os filtros UV presentes na férmula das
amostras avaliadas, podem apresentar efeitos nocivos em organismos Vvivos
como bioacumulacéo (Grabicova et al., 2013), reducéo no crescimento de larvas
em insetos (Campos et al., 2017b), estresse oxidativo (Grabicova et al., 2013),
reducdo na taxa de eclosdo de ovos (Ozaez et al., 2016b), inibicdo alimentar
(Pablos et al., 2015), alteracdes enddcrinas (Ozéez et al., 2016b), entre outros.

Em geral, os excipientes utilizados em protetores solares ndo apresentam
efeitos nocivos para organismos vivos, entretanto ha lacunas de dados tanto
para esses compostos quanto para alguns dos filtros UV encontrados na

formulacdo das amostras.
5.2. Toxicidade crbnica - Reproducao

ApoOs quatro semanas de exposicdo (Figura 20; Figura 21), as médias
cumulativas de ovos por individuos (média * erro padréo) foram de 119,6 + 35,9
para o grupo controle; 96,6 + 48, 27,4 + 18,5 e 5,4 + 3,3 para as concentracdes
0,8 g/L, 2,5 g/L e 4 g/L do protetor solar B, respectivamente; 26,8 + 7,98 e 1,6
1,3 para as concentracbes 0,03 g/L e 0,3 g/L do protetor solar A,

respectivamente.

As médias cumulativas de massas de ovos por individuo foram de 11,8 £
1,8 para o grupo controle; 10,2+ 3,8, 3,4+ 2,2 e 1,0 £ 0,6 para as concentragdes

0,8g/L, 2,5 g/L e 4 g/L do protetor solar B, respectivamente; para o protetor solar
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A, as médias foram 4,6 + 0,5 e 0,6 = 0,4 para as concentracdes 0,03 g/L e 0,3

g/L, respectivamente.

Apos andlise de variancia (ANOVA p<0,05) revelou diferencas tanto para
guantidades de massas quanto para quantidades de ovos nos grupos avaliados
(Figura 20; Figura 21). O teste de mdultiplas compara¢gdes de Dunnett revelou
diferencas significativas entre o controle e a maior concentracéo de cada protetor
solar (PsA—-0,3 g/L e PsB —4 g/L) para a quantidade de ovos (p<0,05). Enquanto
para a quantidade de massas (Figura 20; Figura 21), verificou-se diferencas
significativas (p<0,05) entre a maior concentracdo de PsSA e as duas maiores
concentragdes de PsB (2,5 e 4 g/L).
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Figura 20. Efeitos do protetor solar A na fecundidade de B. glabrata. A. Quantidade média de
massas de ovos por individuos. B. Quantidade média de ovos por individuos. Diferencas entre
as amostras e o grupo controle (Teste de multiplas compara¢des de Dunnett, e ANOVA, p< 0,05).
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Figura 21. Efeitos do protetor solar B na fecundidade de B. glabrata. A. Quantidade média de
massas de ovos por individuos. B. Quantidade média de ovos por individuos. Diferencas entre
as amostras e o grupo controle (Teste de multiplas comparacdes de Dunnett, e ANOVA, p< 0,05).

O teste de Dunnett também foi utilizado para comparacao entre a maior
concentracéo utilizada dentre as amostras (PsB 4 g/L) com os outros grupos
testados (Figura 22). A analise demonstrou que para a quantidade de ovos néo
houve diferencas significativas (p<0,05) entre as outras concentracdes e a maior
concentracdo do PsB, indicando que todos os grupos avaliados apresentam
potencial toxico semelhante para a quantidade de ovos gerados por massa. Para
a quantidade de massas, apenas a menor concentracdo do PsB apresentou
diferenca significativa em relacdo a maior. Tanto para a quantidade de ovos
guanto para quantidades de massas o grupo controle apresentou diferenca com

esse grupo.
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Assim como nos testes de toxicidade aguda, o protetor solar A apresentou
maior toxicidade para o organismo teste do que o protetor B quando comparados

com o grupo controle.
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Figura 22. Efeitos dos dois protetores solares na fecundidade de B. glabrata. A. Quantidade
média de massas de ovos por individuos. B. Quantidade média de ovos por individuos.
Comparacao das diferengas entre PsA e PsB (Teste de mltiplas compara¢des de Dunnett, e
ANOVA, p< 0,05).

Testes de reproducéo realizados por Kaiser et al. (2012) com duas
espécies de caramujos (Potamopyrgus antipodarum e Melanoides tuberculata)
nao demonstraram efeitos quando expostos a concentracdes de octocrileno e
avobenzona, substancias presentes em ambas as amostras dos protetores
solares testados. Giraldo et al. (2017) indicaram baixa toxicidade crbnica do
octocrileno em moluscos quando comparadas com outros grupos taxonémicos.

Entretanto, estudos realizados com produtos comerciais indicaram redugao no
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crescimento populacional em platelmintos, corais, anémonas (Mccoshum et al.,
2016) e bactérias (Nepalia et al., 2017).

Os resultados obtidos além de demonstrar potencial toxico semelhante
entre as concentracdes tanto para quantidade de massas quanto para
guantidade ovos, indica que o PsSA apresenta maior toxicidade cronica para a
reproducédo do caramujo, principalmente por sua menor concentragao (0,03 g/L)

ser cerca de 133 vezes menor do que a maior concentracdo avaliada do PsB.
5.3. Toxicidade créonica — Desenvolvimento embrionério

O grupo controle apresentou alta taxa de eclosdo, auséncia de
malformacdes e auséncia de eventos de mortalidade. Os ovos expostos as
amostras apresentaram taxa de mortalidade nula ou muito baixa. Quanto a taxa
de eclosdo dos ovos, a maior concentracdo do protetor solar A apresentou o
maior efeito negativo com uma taxa de 60 %, enquanto o grupo controle alcancou
91,5% (Figura 23). As taxas de eclosao das concentracdes PsA 0,03, PsB 0,4 e
PsB 0,8 g/l alcancaram, respectivamente, 78,3%, 66,7% e 66,7%.

Segundo Przeslawski (2004), varios gastropodes desovam seus ovos em
massas como estratégia de defesa contra fatores ambientais, infeccdes e
predacdo. Estudo realizado por Hathaway et al. (2010) indicou que proteinas
presentes nas massas de ovos possuem atividade antimicrobiana permitindo

protecdo contra patdbgenos em potencial.

Taxas de ecloséo (%)

Controle
PsA 0,03g/L

PsA 0,3g/L

PsB 0,4g/L |

PsB 0,8g/L |

0 20 40 60 80 100

Figura 23. Taxas de eclosdo de ovos nos grupos avaliados. [x? (4) = 18,794; p <0,05].
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Apesar da mortalidade causada pelas amostras ndo ser relevante
(maximo de 1,7 % nos casos ocorridos), todas as amostras retardaram a taxa de
ecloséo dos ovos entre 20 e 40%, o que pode indicar que substancias presentes
nas amostras dos protetores solares podem penetrar a massa de ovos e atingir

0s embrides.

O teste de independéncia Qui-quadrado (p<0,05) indicou que héa
associacdo entre diminuicdo da taxa de eclosdo de ovos e a exposi¢cdo dos
grupos aos protetores solares. A analise também demonstrou que o grupo PsA

0,3 g/L foi o mais relevante na diminuicdo da taxa de ecloséao.

De acordo com Li et al. (2018), o octocrileno, o EHMC e a combinacéo
entre estas duas substancias podem causar decréscimo nas taxas de ecloséo
de ovos de peixes da espécie Danio rerio. Clemente et al. (2014), observaram
eclosdo prematura de ovos dessa espécie quando expostos ao filtro UV
inorganico dioxido de titanio. Como os protetores solares apresentam varios tipos
de filtros UV em suas férmulas que podem apresentar efeitos variados sobre a
eclosao de ovos, ha certa imprevisibilidade desses efeitos entre os diversos tipos

de produtos que sdo encontrados nos mercados atualmente.

Em ambas as amostras ocorreu a presenca de malformacdes apds o
quarto dia de exposicéo, entretanto, apenas as concentragcdes do protetor solar

B causaram efeitos significativos em relacdo ao grupo controle (Figura 24).

O teste de independéncia Qui-quadrado (p<0,05) indicou que o protetor
solar B é 0 mais propenso a induzir malformacdes nos embrides de B. glabrata,
afetando entre 57 e 63% dos embriées. A analise também demonstrou que o
protetor solar A ndo apresenta efeitos significativos sobre o desenvolvimento dos
embrides (entre 3 e 10%), sendo seus resultados comparaveis ao do grupo

controle (sem embrides afetados).
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Malformacdes (%)
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Figura 24. Total de malformacdes presentes nos grupos avaliados. [x? (4) = 114,975; p <0,05].

Dentre as malformacfes identificadas (Figura 25), observou-se a
presenca de embrides hidropicos e malformacgfes inespecificas em todas as
concentracbes avaliadas. Enquanto malformacdo da concha e polioftalmia
foram observadas apenas em embrides expostos a concentracao 0,8 g/L de PsB.
A malformac&o embrionaria mais frequente foi a inespecifica aparecendo em 45
e 59 % dos individuos expostos as concentracdes 0,4 e 0,8 g/L de PsB,

respectivamente (Figura 26).

- Y
‘g ‘ ' " y‘..
> ,‘ =

Figura 25. MalformagBes observadas nos embrides expostos as amostras. A. Polioftalmia.
Aumento 80X B. Embrido hidrépico. Aumento 100X C. Embrides normais. Aumento 40X D. 1.
Malformagédo de concha. 2. Malformacdes inespecificas. Aumento 40X.
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Um estudo recente realizado por Corinaldesi et al. (2017) com o ouri¢o do
mar Paracentrotus lividus, demonstrou a presenca de anormalidades em
embrides expostos a dois tipos de protetores solares comerciais. Outro estudo
realizado por Jang et al. (2016) com embrifes de peixes da espécie Danio rerio,
indicou anormalidades em embrifes expostos a misturas de filtros UV, além de

efeitos sobre a eclosdo e mortalidade.

PsA 0,03 g/L PsA 0,3 g/L
mEmbrides hidrépicos B Embriges hidropicos
B MF nao especifica mMF nao especifica
0 Embrides normais O Embrites normais

PsB 0,4 g/L PsB 0,8 g/L

m Embrides hidropicos B EmbriGes hidrépicos

~ ., 2 MF de concha
mMF nao especifica
" . m MF ndo especifica
O Embrides normais . .
o Polioftalmia

O Embrides normais

Figura 26. Proporcdo de malformacgfes presentes nos grupos avaliados.

Segundo Oliveira-Filho et al. (2016), substancias que causam
malformacdes embrionarias em B. glabrata geralmente penetram facilmente o

interior dos ovos e apresentam baixa toxicidade para o embrido.

Como ambas as amostras apresentam varias substancias organicas que
dificilmente penetrariam os ovos, a diferenca observada entre as amostras
avaliadas indica que no protetor solar B h& substéncias que facilitam a
penetracdo ou a combinacdo de seus componentes geram maiores niveis de

malformacdes.

Alguns estudos demonstraram que os filtros UV podem apresentar efeitos
variados quando presentes em misturas (Molins-Delgado et al., 2016; Park et al.,
2017). As duas amostras apresentam similaridade entre suas férmulas
principalmente em se tratando de filtros UV, entretanto, é possivel observar

diferentes efeitos para B. glabrata. Enquanto o protetor solar A apresenta efeitos
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maiores em relacdo a toxicidade aguda e a reproducéo dos caramujos, o protetor

solar B possui efeitos mais relevantes na inducao de malformacao dos embrides.
6. Conclusdes

Os resultados obtidos nesse estudo a partir da exposicdo do caramujo
aquatico B. glabrata a protetores solares comerciais evidenciou que existem

variacdes de efeitos entre formulas que podem ser encontradas no mercado.

Em relacdo a mortalidade, o protetor solar A apresentou maior toxicidade
aguda para o caramuijo teste. Entretanto, pode-se afirmar que as duas amostras
nao demonstram riscos para o organismo teste avaliado, pois as concentracdes
suficientes para causar eventos de mortalidade relevantes sdo superiores as

guantidades que podem ser encontradas no meio ambiente.

Nos testes de toxicidade cronica foi possivel observar diminuicdo na
fecundidade dos caramujos e nas taxas de eclosdes dos ovos. Quanto a
fecundidade, o protetor solar A também apresentou maior toxicidade para B.
glabrata, causando diminui¢ao da fecundidade do caramujo com concentracdes
muito baixas quando comparadas com as concentracOes utilizadas para o

protetor solar B.

O protetor solar B, demonstrou-se ser mais toxico em relagdo ao
desenvolvimento embrionario do caramujo, causando propor¢cdes maiores de
anormalidades do que o protetor solar A. Ndo ha dados na literatura que as
substancias presentes nos protetores solares avaliados possam causar
anormalidades em embrides, entretanto alguns estudos j& demonstraram que
protetores solares comerciais e misturas de filtros UV podem causar esses
efeitos em alguns organismos aquaticos como ouricos do mar e peixes. Levando
em consideracao que o protetor solar A apresenta maior quantidade de filtros UV
em sua composicao (substancias conhecidas por serem disruptores enddcrinos)
o resultado deveria ser inverso. Sendo assim, existe a possibilidade de que
malformacgdes encontradas nos embrides expostos ao protetor solar B tenham
sido causadas devido aquela combinacdo de substancias presentes em sua

férmula do que a alguma substancia especifica.
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A RDC 69/2016 tem como um de seus objetivos determinar a
concentracdo maxima que pode ser utilizada em produtos cosméticos de cada
um dos filtros UV permitidos para uso no Brasil. Entretanto, ela n&o estabelece
um limite para a quantidade de filtros UV diferentes que podem compor a formula
desses produtos e nem prevé a realizacdo de testes ecotoxicologicos. Essa
lacuna na legislacdo d4 margem a criacao de produtos com maior variedade de
combinagdes entre os filtros UV. Como a mistura entre estas substancias
demonstra ser um fator importante para efeitos toxicolégicos em alguns
organismos, a legislacdo atual apresenta uma falha para a regulacdo do uso

dessas substancias.

Além disso, os resultados deste estudo sugerem que de acordo com as
substancias presentes nesses produtos e suas possiveis interacdes, ha uma
grande variacdo de efeitos entre uma formula e outra para um mesmo
organismo. A partir disso, torna-se necesséario avaliagdo dos efeitos da
formulacdo desses produtos e ndo apenas das substancias utilizadas para sua

composicao.
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