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“Temos permitido que as mencionadas
substancias quimicas sejam usadas sem que haja
investigacado alguma, ou apenas uma investigagao

insuficiente, quanto aos efeitos sobre o solo, a
agua, sobre a vida dos animais silvestres e
também sobre o préprio homem. As geracgdes
futuras nao perdoarédo, com toda probabilidade, a
nossa falta de prudente preocupacgao a respeito
da integridade do mundo natural

que sustenta a vida toda”

(CARSON, 1969).



RESUMO

O uso regular de protetores solares faz com que diferentes compostos sejam
liberados na agua e no solo diariamente. Sdo classificados como poluentes
organicos de carater emergente, em razdo dos riscos ao meio ambiente ainda nao
serem claros. A benzofenona-3 (BP-3) € um dos filtros solares mais utilizados em
protetores solares atualmente, sendo liberado no ambiente de forma recorrente
proveniente de diferentes fontes. E citado na literatura como um composto téxico a
diferentes espécies aquaticas, porém sao inexistentes estudos de avaliagbes de
seus efeitos adversos em plantas. Neste contexto, no presente estudo avaliou-se a
BP-3 nas concentragbes de 2, 20 e 200 ug/L. O experimento foi realizado na
Universidade Tecnolégica Federal do Parana (UTFPR), em Campo Mourdo. Quanto
a fitotoxicidade, avaliou-se a germinacao de sementes e o alongamento de raizes
em Allium cepa L., Lactuca sativa L. e Cucumis sativus L., apés 120 horas. Avaliou-
se também a fitotoxicidade, citogenotoxicidade e o estresse oxidativo em raizes de
bulbos de A. cepa, expostos a BP-3 por 120 horas. As trés concentragdes reduziram
significativamente o alongamento das raizes oriundas das sementes e também das
raizes provenientes dos bulbos. As concentragbes 20 e 200 ug/L causaram
disturbios ao ciclo celular e alteracées em préfase e metafase, bem como a indugao
de micronucleos, nos meristemas radiculares de A. cepa. Ademais, as trés
concentragdes induziram um elevado numero de profases nos tecidos radiculares.
Tais disturbios foram ocasionados pelo excesso de perdxido de hidrogénio (H202)
produzido nos meristemas radiculares expostos a BP-3, comprovado pela oxidagao
nos meristemas através do sequestro do radical livre da molécula de 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH), elevando a produgao de compostos fendlicos nas raizes, como
também, a alta atividade das enzimas catalase (CAT) e superdxido dismutase (SOD)
e pela inibicdo da enzima ascorbato peroxidase (APX) nos tecidos. Portanto, a BP-3
desencadeia estresse oxidativo em raizes de plantas promovendo significativa
fitotoxicidade e citogenotoxicidade, o que demonstra elevado risco ambiental para
organismos vegetais, mesmo na concentragao de 2 ug/L. Esses resultados indicam
uma necessidade iminente de estabelecer limites para o descarte desse filtro solar
no meio ambiente.

Palavras-chave: micropoluentes; indice de germinagao; ciclo celular; antioxidantes;
peroxido de hidrogénio.



ABSTRACT

The regular use of sunscreens results in the daily release of various compounds into
water and soil. These are classified as emerging organic pollutants due to the
unclear environmental risks. Benzophenone-3 (BP-3) is one of the most commonly
used sunscreen filters in today's sunscreens, and it is recurrently released into the
environment from various sources. It is mentioned in the literature as a toxic
compound to different aquatic species, but there are no studies evaluating its
adverse effects on plants. In this context, the present study assessed BP-3 at
concentrations of 2, 20, and 200 pg/L. The experiment was conducted at the Federal
Technological University of Parana (UTFPR) in Campo Mouréo. As for phytotoxicity,
the germination of seeds and root elongation in Allium cepa L., Lactuca sativa L., and
Cucumis sativus L. were assessed after 120 hours. Additionally, phytotoxicity,
cytogenotoxicity, and oxidative stress in the root bulbs of A. cepa exposed to BP-3
for 120 hours were evaluated. All three concentrations significantly reduced root
elongation from both seed and bulb-derived roots. The concentrations of 20 and 200
Mg/L caused disturbances in the cell cycle, alterations in prophase and metaphase,
and the induction of micronuclei in the root meristems of A. cepa. Furthermore, all
three concentrations induced a high number of prophase events in the root tissues.
Such disturbances were caused by an excess of hydrogen peroxide (H202) produced
in the root meristems exposed to BP-3, as evidenced by oxidation in the meristems
through the scavenging of the free radical of the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH) molecule, leading to increased production of phenolic compounds in the
roots. Moreover, there was high activity of the enzymes catalase (CAT) and
superoxide dismutase (SOD), along with the inhibition of the enzyme ascorbate
peroxidase (APX) in the tissues. Therefore, BP-3 triggers oxidative stress in plant
roots, leading to significant phytotoxicity and cytogenotoxicity, demonstrating a high
environmental risk for plant organisms, even at the concentration of 2 ug/L. These
findings underscore the urgent need to establish limits for the disposal of this
sunscreen filter into the environment.

Keywords: micropollutants; germination rate; cell cycle; antioxidants; hydrogen
peroxide.
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1 INTRODUGAO

O desenvolvimento e o uso de produtos cosméticos como filtros solares
aumentaram consideravelmente nas ultimas décadas, por se tratarem de uma forma
eficaz de protecao aos efeitos causados pela radiagdo ultravioleta (Lopes; Cruz;
Batista, 2012). O uso regular desses filtros solares faz com que diferentes
compostos sejam liberados na agua e no solo diariamente, o que os tornam
potenciais contaminantes a diferentes ecossistemas (Kim; Choi, 2014).

Visto que s&o substancias encontradas em diversas matrizes ambientais e
nao ha monitoramento sistematico ou regulamentacao especifica por parte de algum
orgado publico regulamentado, como o Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA), que estabelega parametros, condigdes, padrdes e limites de
concentracbes maximas presentes no langamento de efluentes em corpos de agua
receptores, bem como em todas as matrizes ambientais, s&o classificadas como
poluentes emergentes (PEs) (Costa, 2019; Visanji; Sadr; Memon, 2018).

As benzofenonas, avobenzonas, octocrileno, metoxicinamato de octila,
octissalato e etilhexil triazona sédo alguns dos principais filtros organicos utilizados
contra a radiacdo ultravioleta (UV), no Brasil atualmente (Godinho et al., 2017).
Dentre estes filtros, as benzofenonas sdo a unica classe de filtros solares que
pertence a categoria das cetonas aromaticas (Mancebo; Hu; Wang, 2014). Das
quais a benzofenona-3 (BP-3) é a mais utilizada em todo o mundo e empregada ha
mais de 40 anos na industria (Du et al., 2017).

A BP-3, também denominada de 2-hidroxi-4-metoxibenzofenona ou
oxibenzona, é classificada como um poluente organico de carater emergente. Esse
filtro absorve luz ultravioleta em amplo espectro contra a radiagao ultravioleta (UV),
possui alta estabilidade a luz, é lipofilico apresentando potencial bioacumulativo em
plantas e animais e € refratario a degradagdo biolégica na agua e no solo
(Dominguez-Morueco et al., 2021; Na et al., 2021).

O filtro solar BP-3 é quase onipresente, encontrada desde regides polares a
recifes de corais em aguas tropicais em todo o mundo (Dominguez-Morueco et al.,
2021). A contaminacdo de ambientes aquaticos ocorre diretamente por atividades
recreativas e indiretamente por estagdes de tratamento de efluentes (ETEs) devido a

remogao incompleta (Du et al., 2017; Ricardo et al., 2022). E encontrada em mares,
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rios, lagos, lagoas, aguas residuarias e lodos de ETEs na escala de pg/L, e em agua
potavel na escala de ng/L (Kim et al., 2014; Li; Kannan, 2022).

Em aguas residuarias a BP-3 foi detectada em concentragbes que variaram
de 2 a 100 pg/L, em lodo de ETEs em concentragdes médias de 20 a 200 pg/L (Li et
al., 2022), chegando a 212,9 ug/L em lodo de efluente urbano nos grandes centros
populacionais (Kim, 2018). De acordo com Gautam et al. (2022), a contaminagao em
ambientes terrestres ocorre principalmente devido ao uso dos lodos das ETEs para
fertilizar areas agricolas, a lixiviagdo do solo, a irrigacdo de cultivos com aguas
residuais e ao despejo direto de efluentes no solo, assim ocorrendo a contaminagao
dos organismos do solo.

As espécies de plantas convencionais Allium cepa L., Lactuca sativa L. e
Cucumis sativus L., sdo indicadas pela Organizacdo para Cooperagdo e
Desenvolvimento Econémico (OECD, 2006) e pela Agéncia de Protecdo Ambiental
dos Estados Unidos (USEPA, 1996) como biomodelos para avaliagao de toxicidade
de poluentes organicos e inorganicos.

Dentre os ensaios biolégicos propostos para investigar a toxicidade de
poluentes ambientais esta o teste de Allium cepa L., na literatura € o teste mais
antigo registrado e seus ensaios consistem em identificar impactos a diversas
variedades ambientais (Fiskesjo, 1985). Através da germinacao das sementes de A.
cepa e do alongamento de radiculas dos bulbos, pode-se avaliar o potencial
fitotdxico agudo. Além disso, a regido meristematica das raizes de A. cepa também
permite a avaliagao da citotoxicidade, genotoxicidade e estresse oxidativo causados
por diversos poluentes ambientais, dentre os quais o0s poluentes orgéanicos
emergentes (Leles, 2017).

Diante do exposto, apds uma busca criteriosa verificou-se que estudos de
efeitos adversos da BP-3 a plantas inexistem na literatura cientifica. Entao, avaliou-
se a toxicidade causada pela BP-3 a plantas e almeja-se que os resultados obtidos
contribuam para o entendimento da periculosidade da BP-3 a plantas terrestres e
auxiliem, bem como estimulem, agéncias reguladoras a estabelecer limites para

liberagao desse filtro solar no ambiente.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a toxicidade do filtro solar benzofenona-3 em concentracdes
ambientais relevantes a Allium cepa L., Lactuca sativa L. e Cucumis sativus L., como

subsidios para determinacéo do risco ambiental.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o potencial germinativo de sementes e crescimento de raizes de
A. cepa, L. sativa e C. sativus expostas ao filtro solar;

e Avaliar o indice de crescimento relativo de raizes dos bulbos de A. cepa
expostas ao filtro solar;

e Estimar o potencial da benzofenona-3 em causar citotoxicidade,
genotoxicidade em células meristematicas de raizes de A. cepa;

e Avaliar o potencial de oxidagdo da benzofenona-3 as células

meristematicas de raizes de A. cepa.
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3 JUSTIFICATIVA

Segundo Costa (2019), ha na literatura estudos que indicam a ocorréncia de
filtros UV em rios, lagos, agua tratada, agua do mar, zonas costeiras, lodo de esgoto
e efluentes. Sendo a benzofenona-3 (BP-3) um destes filtros UV frequentemente
encontrados em ambientes aquaticos, o que resulta na contaminacao de diferentes
ecossistemas, classificando-o como poluente organico de carater emergente.

Devido ao aumento de uso de protetores solares pelo publico em geral para
prevenir cancer de pele, ao longo do tempo, a exposi¢ao ao BP-3 pela populagao
evolui cada vez mais (Dominguez-Morueco et al., 2021). Outro fator exposto é que a
maioria dos processos quimicos e biolégicos realizados em estagdes de tratamento
de efluentes (ETEs), ndo removem produtos quimicos orgéanicos de forma eficaz,
assim a descarga desses produtos nao é controlada ou fiscalizada (Du et al., 2017).

Existem uma gama de efeitos causados em organismos pela BP-3
registrados, como a inibigdo no crescimento de protozoarios e microalgas (Du et al.,
2017; Gao et al., 2013; Lee et al., 2020), alteragdes em resultados reprodutivos em
diversas espécies aquaticas, induz histopatologias, defeitos no miocardio, alteragdes
respiratorias e desregulagdo enddcrina em peixes (Kim et al., 2014; Kinnberg et al.,
2015; Velanganni; Miltonprabu, 2021) e redugdo no tamanho, alteragbes no
desenvolvimento embrionario e no numero de descendentes em microcrustaceos
(Im et al., 2022).

No solo, a BP-3 esta presente em diversas matrizes ambientais. Sua
contaminagao ocorre principalmente pelo uso de lodos de ETEs para fertilizar areas
agricolas e pela lixiviagdo desses solos, assim como pela irrigacédo de culturas de
plantas com aguas residuarias e pelo despejo de efluentes diretamente no solo.
Diferentemente de organismos aquaticos, o impacto ecotoxicolégico desse filtro
solar a organismos terrestres, como organismos vegetais, € pouco explorado,
tornando-se crucial avaliar a toxicidade sistémica e celular desse composto em
plantas (Baek et al., 2022; Gautam et al., 2022).
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4 REVISAO DA LITERATURA
4.1 Caracterizagao e legislagao vigente: radiagcao solar e filtros ultravioletas

O Sol irradia uma variedade de radiagdes eletromagnéticas, abrangendo a
faixa dos raios gama, raios X, raios ultravioletas (UV), luz visivel, luz infravermelha e
raios com comprimentos de onda mais longos. Com exceg¢ao dos raios gama e X,
todas as outras formas de radiagdo eletromagnética emitidas pelo Sol atingem a
superficie terrestre. Notavelmente, a radiacdo UV representa aproximadamente 6%
do espectro solar (Negreiros Neto, 2021).

A faixa do espectro UV, compreende uma faixa de comprimento de onda de
100 a 400 nm, divididos nas regides UVC, UVB e UVA. A radiagcao UVC (100 a 280
nm), em geral, ndo consegue alcangar a superficie terrestre devido a filtragem
exercida pela camada de ozb6nio e pela umidade atmosférica. No entanto, o 0z6nio
nao oferece uma protecao completa contra os efeitos prejudiciais da radiacdo UVB
(280 a 320 nm) e UVA (320 a 400 nm) (Maverakis et al., 2010; Negreiros Neto,
2021).

O ozbénio desempenha um papel crucial como o principal agente fotoprotetor
formado na atmosfera, uma vez que absorve ndo apenas a maior parte da radiagao
UVB, mas também uma fragdo menor da UVA. Sendo assim, cerca de 5 a 10% da
radiacdo UVB atinge a superficie terrestre, e de 90 a 95% da radiagao UVA (Flor;
Davolos; Correa, 2007; Maverakis et al., 2010).

O impacto da radiagdo UVB nos organismos € no DNA das células de
queratindcitos, uma vez que é absorvida por essas células, resulta na formagcao de
fotoprodutos diméricos entre as bases de pirimidina vizinhas. Sendo assim, pode
levar ao impedimento da sintese e a defeitos no processo de reparo do DNA. Ja
radiacdo UVA provoca danos indiretos ao DNA, por meio de sua interagdo com
cromoforos e fotossensibilizadores, como porfirinas, citocromos, heme, riboflavina e
triptofano, que, por sua vez, geram radicais livres (Fania et al., 2021).

Com o decorrer dos anos, a redu¢ao iminente da camada de ozb6nio levou a
um aumento na incidéncia de cancer de pele, dada a exposicao frequente e
descuidada ao sol, e a alta incidéncia de raios ultravioleta na zona geografica
brasileira (Santos et al., 2001). Diante disto, a prevengao do cancer de pele inclui
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medidas de protecao solar, que séo eficazes e de baixo custo, como os protetores
solares (Fania et al., 2021).

Os filtros solares sdo complexos moleculares, classificados em organicos ou
inorganicos, responsaveis pela promog¢ao da fotoprotegdo contra as manifestagbes
produzidas pela radiacdo UV, isso implica em transformar essa energia em outra
forma sem causar danos a pele. Sendo assim, os filtros UV utilizados em
formulacdes de protetores solares devem ser quimicamente e fotoquimicamente
inertes (Maverakis et al., 2010).

Referente a classificagao, os filtros organicos possuem compostos organicos
responsaveis em geral pela absor¢gdo da radiagdo, entretanto atualmente no
mercado ja existem compostos organicos que além de absorver, também refletem a
radiagdo UV. Ja nos inorganicos, ocorre no geral a presenga de 6xidos metalicos,
responsaveis pela reflexdo da radiacao (Flor; Davolos; Correa, 2007).

Os filtros organicos sao compostos por substancia quimicas organicas que
possuem a capacidade de absorver a radiacdo UV de alta energia e transforma-la
em radiagbes com energias menores, tornando-a inofensiva para os seres humanos.
Possuem a capacidade de absorver cerca de 95% da radiagédo UV, no espectro de
comprimento de onda entre 280 a 360 nm. O mecanismo consiste em compostos
aromaticos que incluem grupos carboxilicos e possuem um grupo doador de
elétrons, como uma amina ou um grupo metoxila, posicionado na posi¢ao orto ou
para do anel aromatico (Flor; Davolos; Correa, 2007; Negreiros Neto, 2021; Santos
et al., 2001).

Embora os filtros organicos sejam eficazes na absor¢céo da radiacdo UV,
também sao conhecidos alguns efeitos adversos, como reag¢des alérgicas, irritagcdes
na pele e fotoalergia. Portanto, a pesquisa na area de filtros solares se concentra em
desenvolver filtros com protecao e estabilidade mais abrangentes, ao mesmo tempo
em que busca minimizar ou eliminar as reagdes adversas associadas ao seu uso
(Gilbert et al., 2013). Além disso, diversos estudos, realizados em humanos e em
outras espécies animais, indicam que alguns filtros UV orgénicos sao substancias
lipofilicas com tendéncia a sofrer bioacumulagao e biomagnificagéo (Costa, 2019; Du
et al., 2017; Gao et al., 2013; Gautam et al., 2022; Na et al., 2021).

Os filtros solares inorganicos sao fabricados em particulas com dimensoes
nanométricas, que atuam como uma barreira fisica protetora, geralmente

apresentam um baixo potencial alergénico, tornando-as particularmente importantes
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em formulagdes de produtos destinados a bebés, uso diario e para pessoas com
pele sensivel. Durante esse processo de reflexao e disperséo, a luz incidente nas
particulas inorganicas é redirecionada, refletindo de volta ou se espalhando em
diferentes diregdes. Isso € responsavel pela translucidez e opacidade das particulas
dos filtros inorganicos quando aplicadas sobre a pele, reduzindo o aspecto branco
da maioria dos protetores solar (Flor; Davolos; Correa, 2007; Manaia et al., 2013).

Segundo Godinho et al. (2017), atualmente no Brasil podem ser listados
cerca de onze filtros solares, organicos e inorganicos, mais utilizados nas
formulagbes de fotoprotetores (Quadro 1). Mancebo, Hu e Wang (2014),
classificaram os filtros solares aprovados pela FDA (Federal Drug Administration)
utilizados nos Estados Unidos, de acordo com sua maxima absorcao e espectro UV
de protecdo abrangente, muitos destes filtros solares também sdo utilizados em
fotoprotetores nacionais, e regulamentados pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA).

No ambito da legislacdo, atualmente esta em vigor a Resolugdo RDC n° 600,
de 9 de fevereiro de 2022, da ANVISA. Esta resolugao dispde o regulamento técnico
MERCOSUL sobre a lista de filtros ultravioletas permitidos para produtos de higiene
pessoal, cosméticos e perfumes. Tais filtros ultravioletas podem ser utilizados desde
que dentro dos limites e condigbes discriminadas pela legislagao vigente (Brasil,
2022).
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Quadro 1 - Lista dos filtros solares mais utilizados em fotoprotetores no Brasil frente a sua
classificagao, absor¢ao maxima, espectro UV e maxima concentragao permitida

Espectro Maxima
A Classificagao Maximo de P concentragao
Substancia . , UV de .
do filtro solar | absorgéo (nm) rotecio permitida pela
proteg ANVISA
Dioxido de titanio Inorganico Variavel UVB e UVA 25%
. - 10%
Octocrileno Organico 303 UVB e UVA .
(expresso como acido)
Metoxicinamato de octila Organico 311 UvB 10%
Avobenzona Organico 360 UVA 5%

Etilhexil triazona Orgéanico 314 UvB 5%
Octissalato Organico 307 UVB 5%
Homosalato Organico 306 UVB 15%

Benzofenona-3 Orgéanico 325 UVB e UVA 10%

0,
Ensulizole Organico 310 UVB 8%
(expresso como acido)
o,
Ecamsule Organico 345 UVB e UVA 0%
(expresso como acido)
Oxido de zinco Inorgénico Variavel UVB e UVA 25%

Fonte: Adaptado de Mancebo, Hu e Wang (2014), Godinho et al. (2017) e BRASIL (2022)

4.2 Filtros solares como poluentes organicos de carater emergente: riscos
iminentes dos micropoluentes

No Brasil, a Portaria de Consolidacdo GM/MS n° 888 de 4 de maio de 2021
€ responsavel pelos procedimentos de controle e vigilancia da qualidade da agua
para consumo humano e seu padrao de potabilidade (Brasil, 2021). Entretanto, a
agua considerada potavel pela legislagdo pode conter substancias ainda nao
regulamentadas, que podem ser prejudiciais a saude humana, mesmo em
concentracdes baixas (Soares; Souza, 2020).

De acordo com Gautam et al. (2022), os poluentes emergentes (PEs) sao
considerados compostos téxicos que ndo sao removidos pelos métodos tradicionais
de tratamento de agua e efluentes. Segundo Lu et al. (2023), sdo compostos
preocupantes devido a sua alta toxicidade, persisténcia e capacidade de
acumulagao no ambiente.

Pode-se citar como exemplo de PEs, os farmacos, hormdnios, agrotoxicos,
cosméticos, produtos quimicos de limpeza, aditivos industriais, aditivos de

combustiveis, entre outros. Outro fator agravante sdo os subprodutos do tratamento
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de agua, com a alteragdo das moléculas originais, alguns subprodutos tendem a ser
mais toxicos que as moléculas originais, sendo mais dificil a detecgao e identificagao
(Azevedo, 2021; Gautam et al., 2022).

O termo “micropoluente emergente”, refere-se aos PEs encontrados em
quantidades minimas nas matrizes ambientais. Mesmo em concentragdes de ug/L
ou ng/L, possuem uma capacidade de causar impactos negativos e acumulativos,
onde atualmente é reconhecido como uma necessidade urgente de pesquisas e
investigacdes (Azevedo, 2021; Lima et al., 2017).

Referente a legislacdo nacional, a Politica Nacional do Meio Ambiente n°
6938 de 31 de agosto de 1981, dispde das diretrizes e instrumentos de orientagdes
para as empresas sobre as melhores praticas na gestdo de atividades que
interferem no meio ambiente (Brasil, 1981). A Politica Nacional de Recursos Hidricos
n° 9433 de 8 de janeiro de 1997, determina todo o processo de gestao dos recursos
hidricos brasileiros e 0 uso das aguas (Brasil, 1997). J4 a Resolugdo CONAMA n°
430 de 13 de maio de 2011, é a resolugdo mais atual referente as condicoes,
padrées, parametros e diretrizes para a gestdo do langamento de efluentes em
corpos de agua receptores (Brasil, 2011).

Em relacdo aos micropoluentes, ndao ha legislagdo nacional especifica em
vigor, fazendo-se necessario estabelecer metas com base nos planos de seguranca
ambiental e humano (Costa, 2019). As diretrizes da Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) de 2011, solicitam aos governos que intensifiquem o controle da qualidade da
agua, o que pode resultar em melhorias significativas em questdées de saude publica.
A lei reconhece que alguns PEs podem ter efeitos adversos na saude humana com
exposicao prolongada através das aguas de abastecimento publico, mas isso
representa apenas uma pequena parte dos produtos quimicos que podem atingir as
fontes de agua utilizadas (OMS, 2011).

Dentro da linha dos cosméticos, os filtros solares organicos sao substancias
quimicas que geralmente possuem estruturas aromaticas capazes de absorver e
estabilizar a radiacdo UV. Por se tratar de um composto quimico fotoestavel,
lipofilico e potencialmente bioacumulativo, sado classificados como poluentes
organicos de carater emergente (Du et al., 2017). Pode-se também inferir que a
concentracdo desse poluente varia sazonalmente, visto que a presenca dessas
substancias é mais alta durante o verdo, de acordo com os padrdes de

comportamento da populacao (Ekpeghere et al., 2016).
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A BP-3 é um dos filtros UV organicos mais utilizados em produtos
cosméticos da atualidade. A contaminagao do meio ambiente pode ocorrer de forma
direta por atividades recreativas, ou indiretamente pela rede de efluentes (Figura 1).
Seus impactos no ambiente ainda sdo pouco claros, e estudos como testes
ecotoxicolégicos sdo de extrema importancia para que ocorra um critério ambiental
como padrao de descarte. (Du et al., 2017; Kim; Choi, 2014).

Figura 1 - Esquema das principais rotas de descarte dos filtros solares no meio ambiente
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Fonte: Adaptado de Costa (2019)
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4.3 Caracterizagdo da benzofenona-3: propriedades fisico-quimicas e
impactos no meio ambiente

A benzofenona-3, oxibenzona ou 2-hidroxi-4-metoxibenzofenona é o
derivado da benzofenona mais utilizado, pois possui melhor estabilidade
fotoquimica. Apresenta como férmula quimica C14H1203, coloragdo amarelo claro,
numero CAS 131-57-7, peso molecular de 228,25 g/mol, coeficiente de particao
octanol-agua alto log Kow de 3,79 e estrutura quimica contendo dois anéis
aromaticos (Figura 2) (Gao et al., 2013). E um composto fendlico proveniente
naturalmente de plantas como flores, insoluvel em agua e 6leo mineral, mas soluvel
em acetona, Tweens (surfactantes nao idnicos), 6leo sintético (Eutanol G), alcool
etilico, alcool isopropilico (co-surfactantes) e acetato de etila (Roggia et al., 2014;
Songkro et al., 2014).

Figura 2 - Estrutura quimica da benzofenona-3

O

H,CO OH

Fonte: Roggia et al. (2014, p. 223)

A BP-3 absorve em comprimento de onda de 290 a 440 nm, mas quase nao
absorve a luz visivel, possui um potencial de dissociacdo pKa de 7,56. Apresenta
ponto de fusdo entre 62 e 64 °C e ponto de ebulicdo entre 150 e 160 °C (Du et al.,
2017; Rodil; Schrader; Moeder, 2009).

Comparadas a outros filtros organicos, as benzofenonas sofrem ressonancia
mais facilmente, o que requer menor energia quantica para a transigdo de elétrons
(Ribeiro et al., 2004). O filtro solar se mostrou degradar cerca de 4% apos 28 dias
em agua, o que indica uma degradagédo lenta (Kim; Choi, 2014). Nos humanos, a
BP-3 pode ser absorvida pela boca e pele, devido a sua lipofilidade, estabilidade a

luz e bioacumulacéo (Du et al., 2017).
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Por se tratar de um filtro de amplo espetro, pode possuir possiveis efeitos
alérgicos e dermatite de contato, além de estar estatisticamente associada a
toxicidade reprodutiva em humanos e animais (Ghazipura et al., 2017). Embora a
legislacéo brasileira libere este filtro a uma concentragdo maxima de 10% em
produtos cosméticos, para concentragées maiores que 0,5%, fica obrigatdrio incluir
adverténcia na rotulagem descrito “contém benzofenona-3” (Brasil, 2022).

Existe uma gama de efeitos toxicolégicos da BP-3 em diferentes organismos
vivos. Brausch e Rand (2011), relatam a BP-3 estad associada na desregulagéo
endocrina, onde tal substdncia se mostra responsavel por interromper o
comportamento agonistico dos peixes da espécie Betta splendens. Downs et al.
(2015), utilizando testes ecotoxicologicos, inferiu que a BP-3 em concentragbes
ambientais relevantes, exibiu uma taxa crescente de branqueamento em corais,
conforme suas concentragdes foram aumentando.

Tal composto organico, também se mostrou impactante na interrupgado do
crescimento de algas verdes e cianobactérias, por ser responsavel pela interrupgao
do fluxo de elétrons fotossintéticos, assim € responsavel por interromper suas
atividades fotossintéticas (Lee et al., 2020). Na espécie de cianobactéria Microcystis
aeruginosa, a BP-3 €& responsavel pela elevada produgcdo de carotenoides ao
decorrer da exposi¢cao, em concentracbes mais elevadas, como 1000 pg/L, obteve-
se 0 maior teor de carotenoides (Mao et al., 2017).

A partir dos potenciais efeitos possiveis explanados, a BP-3 € disposta na
literatura cientifica em diversos estudos ecotoxicolégicos, onde sao encontrados
resultados como concentragdes efetivas médias (CEso) e concentragdes letais

médias (CLso) do composto, a determinados organismos vivos (Quadro 2).
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Quadro 2 - Efeitos toxicolégicos da benzofenona-3 em organismos vivos, registrados na

literatura
Taxonomia Organismo Duragao do Resultados Foco principal F
> . onte
teste experimento obtidos do estudo
Avaliagao
Scenedesmus 96 horas CEso = 3,64 | ecotoxicoldgica, (LEE et al.,
obliquus mg/L biodegradacéo e 2020)
via metabdlica
Chlamydomonas 240 horas CEso = 1,85 Avaliagao (MAO et al.,
Algas reinhardtii mg/L ecotoxicolégica 2017)
_ N (RODIL;
Soencdesmus | aanos | CFs30 | Alacte | scARabER
MOEDER, 2009)
Chiorella 96 horas | CFw0=2.98 Taxa de (DU et al., 2017)
vulgaris mg/L crescimento
Alteracdes na
Stylophora 24 horas Clso =42 clorofila e (DOWNS et al.,
pistillata Mg/l alteragdes no 2015)
DNA
Alteracdes na
Pocillopora _ clorofila e (DOWNS et al.,
damicornis 24 horas Cleo =8 ug/l alteragdes no 2015)
Corais DNA
Alteracdes na
Montastrea 24 h Clso =74 clorofila e (DOWNS et al.,
X oras ~
annularis Mg/l alteragdes no 2015)
DNA
Alteracdes na
Porites 24 horas CLso = 340 clorofila e (DOWNS et al.,
astreoides Mg/l alteragdes no 2015)
DNA
. ClLso =1,10 Imobilizagado e
Daphnia magna 48 horas mg/L mortalidade (DU et al., 2017)
Invertebrados | 2U96si@ 48horas | CE0 =900 |\ pilizacdo (LI, 2012)
Japonica ug/L
Eisenia fetida 14 dias CL*”SQ‘/L?’GO Mortalidade (GAUZT(;*Z'\S)” al,
Protozoarios | Tetrahymena 24 horas CEso =7,54 Inibigdo no (GAO et al.,
thermophila mg/L crescimento 2013)
Brachydanio 96 horas | S =390 | Niortalidade | (DU etal, 2017)
rerio mg/L
5 VELANGANNI;
Peixes Danio rerio 45 dias CEso = 44 Alteragoes I\(/IILTONPRABU,
pg/L celulares 2021)
Oryzias latipes 26 dias CESZ;/_L% Reproducao (Klé\g 1e ‘l;)a b

Fonte: Autoria prépria (2023).

4.4 Bioensaios com organismos testes: ciclo celular e toxicidade relativa

A ecotoxicologia uniu a ecologia com a toxicologia para estudos destinados

aos efeitos de potenciais poluentes a determinados ecossistemas, baseando-se no

emprego de métodos de laboratorio e campo. Os ensaios de toxicidade consistem

em avaliar um organismo teste exposto a uma determinada substancia ou mistura, a
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fim de analisar comportamentos como mortalidade ou imobilidade, ciclos de vida,
reproducao e crescimento (Costa, 2019).

Nas células eucariontes, o ciclo celular € o processo no qual ocorre a
reproducdo da célula e do DNA nuclear (material genético). E composto por quatro
fases, G1, S, G2 e M, onde a interfase se refere pelo seguimento das fases G1, S e
G2. Na fase G1 ocorre elevada atividade metabdlica, crescimento celular e reparo,
nesta fase ainda n&o ocorre a replicacdo do DNA, e também permite que a célula se
prepare para entrar na fase S. Na fase S ocorre a replicagdo do DNA para que a
célula se replique. Ja na fase G2 a célula apresenta-se duplicada, consistindo em
duas cromatides-irmas idénticas para iniciar a mitose (Taiz et al., 2017).

No processo da mitose os cromossomos anteriormente replicados se
alinham, separam-se e sao distribuidos ordenadamente para as células-filhas. A
mitose € dividida em cinco etapas, sao elas: profase, prometafase, metafase,
anafase e teldfase (Figura 3A-E). Ao final da fase M, ocorre a citocinese (Figura 3F),
processo onde o citoplasma é dividido e a célula da origem a duas células-filhas,
cada uma com um nucleo (Alberts, 2017; Taiz et al., 2017).

Na profase, ocorre a condensacao dos cromossomos replicados, cada um
deles composto por duas cromatides-irmas. Simultaneamente, fora do nucleo, o fuso
mitético comecga a se formar, preparando-se para o processo de separagdo. Ja na
prometafase, os cromossomos se conectam aos microtubulos e comegam a mover-
se. Na metafase, os cromossomos sdo alinhados precisamente no centro entre os
dois polos, enquanto os microtubulos dos cinetocoros se ligam aos polos opostos.
Na anafase, as cromatides irmas se separam e sao puxadas em dire¢gao ao polo do
fuso ao qual estao ligadas. Por fim, a teléfase marca o término da mitose, quando a
formacgao dos dois nucleos é concluida, e inicia-se a divisdo do citoplasma (Alberts,
2017).



29

Figura 3 - Processo da profase (A), prometafase (B), metafase (C), anafase (D), tel6fase (E) e
citocinese (F)
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Fonte: Adaptado de Alberts (2017, p. 622-623)

As plantas, desempenham um papel fundamental como modelos
ecotoxicoldgicos valiosos para a analise do ambiente e a detec¢do precoce dos
efeitos de diversos poluentes. A toxicidade é dada pelo processo que inibe ou
retarda a capacidade germinativa e/ou crescimento da planta-teste. Portanto, os
estudos referentes aos efeitos de compostos quimicos na germinagdo e/ou
desenvolvimento das plantas, contribuem para a compreensao dos processos que
ocorrem a nivel celular (Ferreira; Borghetti, 2004; Sampaio, 2021).

Em testes de toxicidade envolvendo plantas vasculares, como Lactuca sativa
L. e Cucumis sativus L., é possivel avaliar os impactos adversos causados pela
descarga de efluentes no solo (Young et al., 2012). Esses testes sao uteis para
caracterizar os efeitos prejudiciais de residuos organicos, sao realizados de maneira
relativamente facil e rapida, permitindo que os bioensaios sejam completados em

poucos dias (Charles et al., 2011; Leles, 2017). Ja as espécies citadas sao ideais
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devido a sua biologia bem conhecida e aos protocolos de teste estabelecidos ja
publicados (OECD, 2006).

Os bioensaios com L. safiva sdo praticos e ndo exigem equipamentos
complexos. Eles permitem avaliar a toxicidade de compostos, observando a inibigao
da germinagcédo, o crescimento das radiculas e do hipocétilo (Valerio; Garcia;
Peinado, 2007). Isso € crucial, ja que a interferéncia de contaminantes nos estagios
iniciais de desenvolvimento pode ser prejudicial a sobrevivéncia das plantas. Além
disso, esse ensaio € capaz de detectar concentragdes muito baixas de
contaminantes que nao inibem a germinagdo, mas retardam o crescimento da
plantula, o que o torna um indicador sensivel (Sobrero; Ronco, 2008).

No caso da espécie C. sativus, os bioensiaos de fitotoxicidade também
analisam as caracteristicas visiveis, como germinagao e crescimento da raiz, mas
também a plantula da semente de C. sativus é fundamental para observar o
desenvolvimento das reagdes de mercurio e sua capacidade de prejudicar a planta
nas fases posteriores do crescimento, demonstrando a sensibilidade desse
organismo a varios compostos toxicos (Cargnelutti, 2007). Sédo testes eficazes na
deteccdo de contaminantes no ambiente, especialmente nas fases iniciais de
desenvolvimento das sementes de C. sativus. Isso os torna amplamente utilizados
na avaliagcao da toxicidade de diferentes amostras de contaminantes (Guevara et al.,
2019; Peduto et al., 2020).

Os ensaios de citotoxicidade se referem ao ciclo da fase M, o qual mede a
taxa de divisao celular apés todo o processo de mitose e citocinese, dado em
porcentagem (Smaka-Kincl et al., 1996). Ja a genotoxicidade se refere as eventuais
alteracbes que podem ocorrer durante todo o ciclo celular como aumento de
micronucleos, cromossomos errantes, metafase com quebra cromossOmica e
anafase ou teloéfase anormais (Herrero et al., 2012).

Dentre os bioensaios com organismos teste utilizados registrados na
literatura, o teste mais antigo citado é o bioensaio com A. cepa, registrado desde
1930, foi padronizado em 1985 em um protocolo publicado por Geirid Fiskesjo, sob o
titulo “The Allium test as a standard in environmental monitoring”, na Suécia
(Fiskesjo, 1985).

A A. cepa é uma espécie reconhecida e validada internacionalmente como
indicadora para o biomonitoramento citogenotéxico de poluentes ambientais, sendo

endossada pelo Programa das Nagdes Unidas para o Meio Ambiente (UNEP), pela
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Organizagdo Mundial da Saude (OMS) e pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos (USEPA) (Sampaio, 2021).

S&o bioensaios bastante sugeridos pela literatura, pois apresentam um custo
relativamente baixo e podem ser realizados em um curto periodo de tempo, o que
auxilia diversos estudos para prevencao e controle de danos ambientais (Parvan et
al., 2020). O processo envolve na imersao dos bulbos de A. cepa em agua para
estimular o crescimento das raizes, seguido pelo mesmo processo as substancias
teste. Alternativamente, o ensaio pode ser conduzido utilizando sementes de A.
cepa, as quais sao colocadas em uma caixa de germinagao contendo papel
umedecido com a substancia em analise ou em solo contaminado (Herrero et al.,
2012).

Dessa forma, a A. cepa funciona como um biosensor ou bioindicador,
contendo biomarcadores (Figura 4) que podem avaliar as alteragdes provocadas
pelas substancias em analise de processos celulares, comportamentais,
bioquimicos, ou estruturais, e que quantificam o impacto dessa exposicdo dos
organismos as substancias testes (Magalhaes; Ferrao Filho, 2008; Van Der Oost;
Beyer; Vermeulen, 2003).

Apos a exposicao, as raizes sao avaliadas quanto a sua morfologia, taxa de
germinagao, crescimento e também microscopicamente para identificar alteragdes
na divisao celular, aberracbes cromossdmicas e anormalidades nucleares. Esses
testes sao realizados para obter um melhor entendimento dos efeitos e das
respostas fisiolégicas de um organismo exposto determinados poluentes. Por
exemplo, os organismos aquaticos frequentemente enfrentam a exposicdo de
substancias téxicas em sua biota, resultando em disturbios bioquimicos, como o
estresse oxidativo, e danos ao material genético, incluindo mutag¢des, aberragdes
cromossOmicas e a formacao de micronucleos (Herrero et al., 2012; Van Der Oost;

Beyer; Vermeulen, 2003).
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Figura 4 - Bulbo de Allium cepa L. como bioindicador e seus meristemas radiculares utilizados
como biomarcadores

Bioindicador Biomarcadores

Fonte: Almeida et al. (2021, p. 177)

4.5 Avaliacao de atividades antioxidantes: alteragcoes na defesa antioxidante
enzimatico celular

Os antioxidantes sdo substancias que tém a capacidade de atrasar ou
prevenir a oxidagdo de substancias que podem ser oxidaveis, sejam elas de
natureza enzimatica, como superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase,
ou ndo enzimatica, como a-tocoferol, B-caroteno, ascorbato e GSH (Halliwell;
Gutteridge, 2015).

Entre os biomarcadores enzimaticos, também pode-se citar a identificagcao e
a quantificagdo de enzimas antioxidantes nos meristemas radiculares de A. cepa
apods sua exposig¢ao a poluentes. As enzimas antioxidantes desempenham um papel
essencial na preservacao da integridade do metabolismo celular, especialmente em
situacbes de estresse oxidativo, caracterizadas pela producdo elevada e pela
neutralizagdo de moléculas altamente reativas, como as espécies reativas de
oxigénio (EROs) (Figura 5) (Morris et al., 2012; Van Der Oost; Beyer; Vermeulen,
2003).
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Figura 5 - Defesas antioxidante enzimatico celular contra espécies reativas de oxigénio (EROs)

NADPH NADP"

GR |4
GSH 886G

Sistema antioxidante

Fonte: Almeida et al. (2021, p. 183)

Para evitar a agcdo das EROs, o principal sistema de defesa antioxidante
enzimatico celular € composto pelas enzimas oxidantes, como por exemplo a
catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), guaiacol peroxidase (GOPX) e a
superoxido dismutase (SOD) (Strobel et al., 2011).

A SOD é considerada uma das defesas antioxidantes mais cruciais contra as
EROs, esta enzima esta amplamente distribuida em praticamente todos os
organismos eucariéticos. Sua fungao primordial é transformar o oxigénio prejudicial
em peroxido de hidrogénio (H202), uma molécula menos reativa, realizando a
catalisagdo por dismutacdo do superdoxido (O27) em H202 (Halliwell; Gutteridge,
2015).

A CAT é uma enzima que esta presente em grande parte dos organismos
aerobicos, onde ajudam a célula no combate as EROs. Ela atua na transformacao
H202 em agua (H20) e oxigénio (O2) (Switala; Loewen, 2002). Ja a APX é a enzima
antioxidante principal em organismos vegetais e fotossintetizantes, age no citosol,
vacuolo e parede celular, onde ¢é utilizado o acido ascérbico como o principal doador
de elétrons para realizar a eliminacao e quebra das moléculas de H202. A GOPX
também é responsavel pelo mesmo processo, agindo nas organelas onde a
detoxificagao é necessaria (Foyer; Noctor, 2003).

Outro método antioxidante de retardar a velocidade da oxidagao nas células

€ inibindo os radicais livres, tornando-se essenciais para o equilibrio entre os
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radicais livres e o sistema de defesa antioxidante dos organismos (Martelli; Nunes,
2014). A atividade antioxidante medida através do sequestro do radical livre da
molécula de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), mostra a capacidade de substancias
pertencentes ao extrato enzimatico em sequestrar radicais livres do meio existente
(Merino et al., 2015). O método DPPH foi desenvolvido por Blois em 1958 para
determinar a atividade antioxidante de varias substancias utilizando um radical livre
estavel, atualmente € um dos métodos mais amplamente empregados em analises
de antioxidantes soluveis em meios organicos (Verruck; Prudencio; Silveira, 2018).

A peroxidacao lipidica também pode ser utilizada como biomarcador de
estresse oxidativo em A. cepa, através da deteccao de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS) (Mendes et al., 2011). Trata-se de um processo que resulta
na perda da integridade das biomembranas celulares, causando prejuizos como a
perda de permeabilidade, fluidez e ruptura devido a produgdo excessiva de EROs
(Van Der Oost; Beyer; Vermeulen, 2003). Esse fendbmeno provoca a liberagao de
proteinas intracelulares, levando a danos nos tecidos e afetando as biomoléculas no
organismo celular (Souza Junior; Pereira, 2008). Além disso, a peroxidagéao lipidica
pode resultar na inativagdo enzimatica, ruptura de membranas, aumento da
aterogenicidade de lipoproteinas plasmaticas, mutagbes e até mesmo na morte

celular (Cerqueira; Medeiros; Augusto, 2007).
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Obtencao, definicao e preparagao das concentragcoes de BP-3 para os
bioensaios

As preparagdes e analises foram desenvolvidas na Universidade
Tecnoldgica Federal do Parana (UTFPR), cdmpus Campo Mourdo. A preparagao
das concentragdbes da BP-3 e o0s experimentos de ag¢gdes antioxidantes e
peroxidagao lipidica foram realizadas na Central Analitica Multiusuario (G107), ja os
experimentos de fitotoxicidade, citotoxicidade, genotoxicidade e estresse oxidativo,
foram realizados no Laboratério de Ecologia (C101).

A benzofenona-3 (2-hidroxi-4-metoxibenzofenona), CAS 131-57-7, foi
adquirida da empresa norte-americana Sigma-Aldrich® em grau analitico. Os outros
reagentes, equipamentos e vidrarias utilizados nos experimentos foram
disponibilizados pela UTFPR.

Com base nos resultados de diferentes estudos referentes a identificagcao e
quantificacdo de concentracdes da BP-3 encontrada em varios paises, constatou-se
que a concentragdo media deste composto em aguas residuarias foi de 2,10 pg/L, e
em lodo de efluentes de 20,5 pg/L (Diaz-Cruz; Barceld, 2011; Du et al., 2017; Gago-
Ferrero; Tsui et al., 2014; Heffernan et al., 2015; Nieto et al., 2009; Ye et al., 2019).
Nos grandes centros populacionais, em lodo de efluente urbano, foram
determinadas concentra¢des de BP-3 de 199,1 a 212,9 ug/L (Kim, 2018). Com base
nessas informacdes, foram estabelecidas as concentragdes de 2, 20 e 200 ug/L para
avaliacdo da toxicidade da BP-3 presente em lodo de efluente utilizado para
adubacao e em aguas residuarias destinadas a irrigagao.

Uma solugao estoque de 1000 pg/L de BP-3 foi preparada em meio aquoso
usando a mesma concentragdo de Tween® 80 (0,11 g/L) como surfactante e em

seguida armazenada no escuro a 4°C.

5.2 Estabilidade da BP-3 por cinco dias em solugao estoque

Para verificar a estabilidade do protetor solar, a BP-3 foi dissolvida em
Tween® 80, com concentragéo de 0,11 g/L. A estabilidade da BP-3 foi avaliada por
espectrofotometria em 320 nm, para solugdes de concentragdo milimolar com

absorbancia inicial (dia zero) entre 0,9 e 1,1, para um periodo de 15 dias, sendo a
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estabilidade determinada em percentual. Para isto, considerou-se como 100% o
valor da absorbancia inicial e para os demais dias avaliados o percentual da BP-3 foi

determinado através da Equagéao 1.

Absorbancia amostra

BP3 estavel (%) = ( ) x 100 (1)

Absorbancia inicial

5.3 Teste de fitotoxicidade com sementes e raizes de Allium cepa L., Lactuca
sativa L. e Cucumis sativus L.

A avaliagdo de fitotoxicidade foi realizada com base na porcentagem de
germinacdo de sementes e alongamento de raizes, conforme os protocolos
recomendados pela Organizacdo para Cooperagao e Desenvolvimento Econémico
(OECD, 2006).

As sementes de A. cepa, L. sativa e C. sativus, marca comercial Isla®,
isentas de agrotoxicos e inibidores de crescimento, foram adquiridas em casa
agropecuaria no municipio de Campo Mourdo. A taxa de germinacado do lote das
sementes informada nos rétulos era superior a 95%. Em todo o experimento utilizou-
se sementes do mesmo lote.

Para as trés espécies, sementes de tamanhos semelhantes foram
selecionadas sob lupa estereoscopica e descontaminadas superficialmente com
0,1% (p/v) de HgCl2 por um minuto, seguido de repetidas lavagens com agua
destilada para isenta-las de qualquer contaminacédo microbiana.

Sementes de cada espécie foram distribuidas em placas de Petri de 90 mm
de didmetro autoclavadas sobre folha dupla de papel filtro. Cada placa recebeu dez
sementes espacadas em distancias semelhantes (Figura 6). Foram feitas cinco
repeticdes (cinco placas), totalizando cinquenta sementes para cada tratamento

(controle e concentragdes). Como controle negativo (Co), utilizou-se agua destilada.
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Figura 6 - Exemplo da disposicdo das dez sementes na placa de Petri, sobre folha dupla de
papel filtro umedecido

. —

Fonte: Autoria prépria (2023)

Toda placa foi irrigada com 2,0 mL de seu respectivo tratamento, quantidade
suficiente para umedecer o papel filtro sem encharca-lo. Em seguida, as placas
foram seladas com parafiime para evitar o ressecamento e incubadas em BOD
(Demanda Bioquimica de Oxigénio), sem fotoperiodo, em temperatura controlada de
25 = 1°C por 120 horas. Durante a incubacgao, quando necessario, adicionou-se 0,5
mL das respectivas solucdes as placas que apresentaram leve ressecamento.

Como critério de germinacao, foi considerado quando a radicula emergiu na
semente apds o periodo analisado. O calculo da porcentagem de germinagao das

sementes (G) foi realizado conforme a Equacgéo 2.

G (%) _ (Nﬁmero de sementes germinadas ) x 100 (2)

Total de sementes avaliadas

De cada placa, cinco sementes germinadas foram selecionadas
aleatoriamente para medi¢cdo das raizes. Quando n&o havia cinco sementes com
radiculas, media-se todas as sementes enraizadas. As radiculas foram medidas com
paquimetro digital e os dados obtidos foram usados para calcular o indice de
Crescimento Relativo (ICR) (Equagéo 3) e o indice de Germinacgéo (IG) (Equacéo 4),
de acordo com adaptag¢des de Young et al. (2012), Biruk et al. (2017) e Santo et al.
(2023).
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ICR (cm) = == (3)

RLI x GSI
RLC x GSC

16 (%) = (

) x 100 (4)

Onde: RLI é o comprimento médio das radiculas tratadas com
concentragdes de BP-3, RLC é o comprimento das radiculas do Co, GSI é o numero
de sementes germinadas nas concentracoes de BP-3 e GSC é o numero de
sementes germinadas no Co.

Os valores de ICR foram classificados em trés categorias de acordo com os
efeitos toxicos observados: a) Inibicdo do alongamento das raizes (I): 0 < ICR < 0,8,
b) Sem efeitos significativos (SES): 0,8 < ICR =< 1,2 e c¢) Estimulo no alongamento
das raizes (E): ICR > 1,2.

Outros sinais de toxicidade considerados foram alteracdes na consisténcia e
cor das raizes, espessura das raizes e presenga de raizes em forma de gancho ou

retorcidas.

5.4 Testes de fitotoxicidade, citotoxicidade, genotoxicidade e estresse
oxidativo em raizes de bulbos de Allium cepa L.

5.4.1 Obtencgao e enraizamento dos bulbos

Os bulbos de A. cepa (cebola) foram obtidos de horta organica, cultivados
sem inibidores de crescimento e agrotoxicos. Para cada concentragcdo e para o
controle com agua destilada, foram utilizados cinco bulbos de cebola, os quais foram
previamente escarificados para retirada dos catafilos mortos, lavados em agua
destilada, posteriormente realizou-se um corte longitudinal na parte superior, de

cada bulbo (Figura 7).
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Figura 7 - Corte longitudinal superior (A) e limpeza dos catafilos mortos (B), nos bulbos de
Allium cepa L.

e

-

Fonte: Autoria propria (2023)

Apos a limpeza e manipulagao, os bulbos foram colocados em béqueres de
vidro de 100 mL (Figura 8), onde permaneceram em contato com seus respectivos
tratamentos (concentragdes de BP-3 e agua destilada), por 120 horas para

enraizamento.

Figura 8 - Exem para enraizamento

lo de disposicao dos bulbos de Allium cepa L.

Fonte: Autoria prépria (2023)
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O mesmo numero de repeticdes de bulbos foi considerado para todos os
experimentos com A. cepa que foram: fitotoxicidade, citotoxicidade, genotoxicidade,

estresse oxidativo e agdes antioxidantes.

5.4.2 Avaliagao da fitotoxicidade, citotoxicidade e genotoxicidade

As avaliagcbes de toxicidade em A. cepa foram realizadas de acordo com
Fiskesjo (1985), com modificagdes.

A fitotoxicidade foi avaliada com base no comprimento das raizes dos bulbos
de cada tratamento. Dez raizes de cada bulbo foram medidas usando um
paquimetro digital para determinar o comprimento médio da raiz (CR) por tratamento
(Equacado 5). Outros sinais de toxicidade também foram considerados, como
alteragbes na consisténcia e coloracédo das raizes, presenga de tumores, raizes em

ganchos e retorcidas.

Soma do comprimento das raizes de cada amostra

CR (cm) = m (5)

Para avaliagdo da citotoxicidade e genotoxicidade raizes de cada bulbo
foram coletadas e fixadas em Carnoy 3:1 (metanol: acido acético) por 24 horas.
Apos a fixagao, as raizes foram hidrolisadas em HCI 1N e coradas, e suas regides
meristematicas foram excisadas para montagem de laminas pela técnica de
esmagamento, segundo Herrero et al. (2012). As laminas foram analisadas em
microscopio 6ptico com aumento de 400x.

A citotoxicidade foi estabelecida com base na proliferacdo das células dos
meristemas radiculares, por meio da contagem das células em interfase, profase,
metafase, anafase e teléfase, e o indice Mitético (IM) foi calculado (Equacgéo 6). De
cada bulbo foram contadas 2.000 células, totalizando 10.000 células analisadas por

tratamento.

Total de células em divisao

M (%) = (

) x 100 (6)

Total de células observadas

Para cada concentragdo analisou-se o indice de Préfase (IP), o qual foi

calculado com base no numero de préfases observados tecidos meristematicos



41

expostos ao tratamento (Equacéao 7). Para CR, IM e IP de cada concentragao foram
expressos valores com base na porcentagem para o Co, ao qual foi estabelecido
100%.

Numero de células em préfase

1P (%) = ( ) x 100 (7)

Total de células em divisao

A genotoxicidade foi definida com base no indice de Alteracéo Celular (IAC)
calculado a partir do numero de alteracbes celulares observadas nos meristemas
(Equacéo 8). De cada bulbo foram analisadas 200 células, totalizando 1.000 células
por tratamento. As categorias de células aberrantes consideradas foram
micronucleo, viscosidade, metafase com quebra cromossémica e ana/teléfases
anormais, que incluem pontes, cromossomos errantes, quebra cromossémica e

fusos multipolares.

1AC (%) _ ( Total de células alteradas ) x 100 (8)

Total de células observadas

5.4.3 Preparacao das amostras de raizes para a analise do estresse oxidativo

Pesou-se 50 mg de pontas de raiz de cada bulbo que foram maceradas a
frio em uma solugédo de 1 mL de HCI 0,38% e 2 mL de acido dietilenotriamina-
pentacético (DTPA) 5 mM. As amostras foram centrifugadas a 3.700 rpm por vinte
minutos. Uma aliquota de 3 mL do sobrenadante (extrato enzimatico) foi coletada e
mantida congelada a -26 °C até a analise.

Do extrato enzimatico foram analisadas atividades enzimaticas tidas como
sensores ambientais que controlam a producao e destruicdo de espécies reativas de
oxigénio em plantas, como a catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), a
guaiacol peroxidase (GPOX) e a superoxido dismutase (SOD).

5.4.3.1 Atividade enzimatica da catalase (CAT)

Do extrato enzimatico, foram utilizados 150 uL em solugédo de 2 mL de
tampao fosfato de potassio (0,5 mM, pH 7,5) e adicionado 0,5 mL de H202 (1,0 mM)
no momento da leitura por espectrofotometria a 240 nm, por dois minutos em

intervalos de dois segundos. A atividade da CAT foi determinada de acordo com a
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decomposigao do peroxido de hidrogénio e calculada pelo coeficiente de extingao de
2,8 M.cm™', com resultados expressos em pmol/min/ug de proteina, utilizando o
meétodo de Kraus, McKersie e Fletcher (1995), com contribuigdes de Azevedo et al.
(1998).

5.4.3.2 Atividade enzimatica da ascorbato peroxidase (APX)

Foram utilizados 150 pL de extrato enzimatico em 2 mL de solugao tampao
fosfato de sédio (25 mM, pH 7,0, com 0,1 mM de EDTA), 0,5 mL de ascorbato (0,25
mM) e adicionados no momento da leitura 0,5 mL de H202 (1,0 mM). A atividade
enzimatica da APX foi determinada por espectrofotometria por dois minutos, com
intervalo de dois segundos a 290 nm, e calculada pelo coeficiente de extincdo de 2,8
M.cm', com resultados expressos em umol/min/ug de proteina, conforme protocolo
de Zhu et al. (2004).

5.4.3.3 Atividade enzimatica da quaiacol peroxidase (GOPX)

Em solugdo tampéo de 250 uL de fosfato-citrato (fosfato de sédio dibasico
0,2 M e acido citrico 0,1 M, com pH 5,0), foi adicionado 150 pL de extrato enzimatico
e 25 pL de guaiacol (0,5%), misturados em voértex com 25 uL de solugdo de H20:2
(30%). A solugao foi levada a estufa a 30 °C por quinze minutos, adicionou-se 25 pL
da solugdo de meta bissulfito de sodio a 2%, e novamente foi agitada em vortex,
seguindo por repouso de dez minutos. A atividade enzimatica da APX foi
determinada por espectrofotometria a 450 nm, por um minuto com intervalo de dois
segundos. O coeficiente de extingdo utilizado para os calculos foi de 26,6 M

(Matsuno; Uritani, 1972). Com resultados expressos em pmol/min/ug de proteina.

5.4.3.4 Atividade enzimatica da superoxido peroxidase (SOD)

Uma solugéo tampéao de 2000 uL de fosfato de potassio (fosfato de potassio
dibasico e monobasico, pH 7,5) foi adicionado com 150 yL de extrato enzimatico, 50
ML de NTB (Cloreto de Azul Nitrotetrazolio), 50 yL de EDTA (0,1 mM), 50 pg/L de
metionina e 50 pg/L de riboflavina. O extrato foi preparado em duplicata, sendo
metade mantida no escuro e a outra metade exposta a uma lampada fluorescente de

80 W por dez minutos. Em seguida, determinado a 560 nm em espectrofotdmetro, e
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calculado pela diferenga entre as amostras mantidas no claro e no escuro. A SOD é
expressa em U.ug™' de proteina, a unidade enzimatica necessaria para inibir 50% da
fotorredugédo de NBT, segundo Sun, Oberley e Li (1988).

5.5 Avaliagao de antioxidantes em raizes de bulbos de Allium cepa L.

5.5.1 Preparacédo das amostras de raizes para analises de atividades antioxidantes

Pesou-se 50 mg de pontas de raiz de cada bulbo que foram maceradas a
frio com 3 mL de agua destilada. As amostras foram centrifugadas a 3.700 rpm por
vinte minutos, em seguida uma aliquota de 3 mL do sobrenadante (homogeneizado
de raizes) foi coletada contida o extrato enzimatico e mantida congelada a -26 °C até

ocorrerem as analises.

5.5.1.1 Avaliacao da atividade antioxidante pelo método de DPPH

A acdo antioxidante do BP-3 nos meristemas de raizes de bulbos foi
avaliada segundo Unalan et al. (2021), com algumas modificacbes. Para isso, 0,5
mL de cada homogeneizado de raizes foi adicionado a 1 mL de uma solugao de 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) na concentragdo de 0,00316% (m/V). A mistura foi
deixada em repouso no escuro por ftrinta minutos e entdo avaliada por
espectrofotometria a 515 nm. A capacidade de eliminar o radical DPPH foi usada
para determinar a porcentagem de Atividade Antioxidante (AA), calculada pela

Equacao 9.

AA (%) — (Acontrole _Aamostra) X 100 (9)

Acontrole

Onde: Acontrole € a absorbancia da solugao DPPH sem a amostra, € Aamostra €

a absorbancia da amostra com o DPPH.

5.5.1.2 Avaliacio da atividade antioxidante pelo método de TBARS

A analise da peroxidacgao lipidica em amostras de meristemas de raizes foi

realizada de acordo com o protocolo de Papastergiadis et al. (2012), em que o indice
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de substancias reativas ao acido 2-tiobarbiturico (TBARS) indica o grau de
peroxidagado nos tecidos e organismos avaliados. Para isso, utilizou-se 0,5 mL de
cada homogeneizado de raizes por amostra e foram adicionados 1 mL de uma
solugdo de TBARS (46 mM) em acido acético glacial e levado em banho maria a 95
°C por trinta e cinco minutos, seguido de refrigeracdo a -26 °C e centrifugacao a
temperatura ambiente por trés minutos. Os sobrenadantes obtidos foram avaliados
em espectrofotbmetro a 532 nm. Através da Equacdo 10, foi calculada a

concentracéo (C) de TBARS para cada tratamento.

€ (wmol/L) = (femetre) x 1000 (10)
Onde: Aamostra € a absorbancia da amostra com o TBARS e € é a
absortividade molar do TBARS (155 mmol/L).

5.6 Teste de toxicidade com Tween 80

Segundo Songkro et al. (2014), o surfactante Tween® 80, proporcionou a
maior microemulsdo da BP-3. Assim, antes dos experimentos, a solugdo de Tween®
80 (concentracdo 0,11 g/L) utilizada no preparo das diluicdes de concentragbes da
BP-3, foi avaliada em sementes A. cepa, L. sativa e C. sativus, utilizando a mesma
metodologia dos tratamentos (5.3). Para uma prova concreta sobre os resultados da
literatura que indicavam livre de toxicidade, semelhantes aos controles negativos

com agua destilada.

5.7 Analise estatistica

Os dados obtidos pelos bioensaios foram testados quanto a normalidade
pelo teste de Lilliefors. A fitotoxicidade, citotoxicidade, genotoxicidade, estresse
oxidativo e acbes antioxidantes nas plantas foram avaliados pela analise de
variancia de Kruskal-Wallis H, seguida do teste de Dunn (p < 0,05) usando o
software Rstudio®, verséo 2015.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Percentual de estabilidade da benzofenona-3 no ambiente

Apo6s quinze dias do preparo, a solugcao estoque de BP-3 permaneceu
estavel. Os valores de percentual de estabilidade apresentaram-se proximos a
100%, referentes a absorbancia no dia zero (Grafico 1). Algumas pequenas
diferengas percentuais observadas entre os dias analisados podem ser associadas a
erros intrinsecos da propria analise espectrofotométrica, sendo considerados dentro

da margem de erro.

Grafico 1 - Estabilidade da benzofenona-3, mantida por quinze dias a 25 °C
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Fonte: Autoria prépria (2023)

6.2 Potencial toxicolégico da benzofenona-3 em concentragées ambientais
relevantes

O potencial fitotoxico para as trés concentragdes de BP-3, com excecao a
concentracao de 200 ug/L em L. sativa, nao causaram redu¢cao na germinacao de
sementes quando comparadas aos seus respectivos controles. No entanto, todas as
concentragdes, nas trés espécies, causaram indice de Crescimento Relativo (ICR)
entre 0,0 e 0,8 cm, o que caracteriza significativa inibicdo no alongamento das
raizes, com énfase na maior concentracao da BP-3 (Tabela 1).

Ademais, as trés concentra¢des do filtro causaram reducdo nos indices de
Germinacéo (IG) das plantas, com destaque na concentragéo de 200 pg/L. Segundo

Manas e De las Heras (2018), valores de IG < 50% caracterizam alta toxicidade com
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potencial em prejudicar significativamente o desenvolvimento da planta, podendo

leva-la a morte. Assim, infere-se que a BP-3 nas concentragdes de 2, 20 e 200 pg/L

foi fitotoxica a L. sativa, C. sativus e A. cepa.

Tabela 1 - Potencial fitotoxico da benzofenona-3 nas concentragdes 2, 20 e 200 ug/L, a Lactuca
sativa L., Cucumis sativus L. e Allium cepa L., com base nos pardmetros de germinagao de
sementes (G), indice de crescimento radicular (ICR) e indice de germinacao (IG)

Lactuca sativa L.

BP-3 G/DP (%) ICR/DP IG/DP (%)
Co 96,0 £0,4 1 100
2,0 yg/L 88,0 £0,6 0,47* 46,9*
20,0 pg/L 72,0 £0,6 0,31* 40,0*
200,0 pg/L 52,0 £0,8* 0,36* 40,0*

Cucumis sativus L.

BP-3 G/DP (%) ICR/DP IG/DP (%)
Co 100,0 1 100
2,0 ug/L 100,0 0,46* 46,0*
20,0 pg/L 100,0 0,43 43,0*
200,0 pg/L 100,0 0,25 25,0

Allium cepa L.

BP-3 GIDP (%) ICR/DP IG/IDP (%)
Co 98,0 1 100
2,0 yg/L 82,0 0,53* 45,0
20,0 pg/L 86,0 0,27* 24.8*
200,0 pg/L 80,0 0,24* 20,4*

Nota: DP = desvio padrao; Co = Controle (agua destilada); * = Indica diferengas significativas
em relagédo ao Co segundo teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn (p < 0,05).

Fonte: Autoria prépria (2023)

As raizes obtidas da exposicdo das sementes de L. sativus e A. cepa aos

tratamentos nas concentragdes 20 e 200 ug/L da BP-3 apresentaram-se

demasiadamente finas e com diferengas significativas na germinagdo. Em razao

disto, nao foi possivel utilizar as raizes de A. cepa oriundas das sementes nos testes

citogenotoxicos e de estresse oxidativo.
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Referente ao alongamento das raizes de bulbos de A. cepa, as trés
concentragdes de BP-3 reduziram o alongamento quando comparadas ao controle
(Tabela 2), demonstrando fitotoxicidade e corroborando os dados da Tabela 1 com
as raizes de L. sativa, C. sativus e A. cepa., também foi possivel notar a redugao no

alongamento das raizes dos bulbos, visualmente (Figura 9).

Figura 9 - Comparagao visual entre as raizes dos bulbos de Allium cepa L., do controle (A), e
as concentragoes de benzofenona-3 em 2 pg/L (B), 20 pg/L (C) e 200 pg/L (D)

Fonte: Autoria prépria (2023)

Diante dos resultados expostos na Tabela 2, a concentragdo de 2 ug/L nao
reduziu a divisdo celular quando comparado ao controle. Entretanto, as
concentragdes 20 e 200 ug/L de BP-3 reduziram significativamente a proliferacéo
celular nos meristemas radiculares, mostrando-se citotéxicas. As trés concentracoes
também induziram um elevado numero de profase aos meristemas radiculares

quando comparadas ao controle.
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De acordo com Santo et al. (2023), o expressivo numero de profases
demonstra disturbios no fuso mitético que acarretam uma cinética cromossdmica

anormal e préfases prolongadas, retardando a evolugdo da mitose.

Tabela 2 - Crescimento radicular relativo (CR), indice mitético (IM) e indice de préfases (IP) em
meristemas radiculares de bulbos de Allium cepa L., expostos a concentragdes 2, 20 e 200
Hg/L de benzofenona-3, por 120 horas

TR CR/DP IM/DP IP/DP

Composto Co 100,0 + 0,5 100,0+0,8  100,0£0,5
2,0 ug/L 50,7 + 0,9° 7570+0,9 187,0£0,4"

BP-3 20,0 pg/L 32,81 +0,7* 52,05+0,8* 178,5£0,5"
2000 ug/lL 17,18 £0,6* 50,25+0,7¢ 175,0+0,7"

Nota: TR = tratamento; DP = desvio padrao; Co: Controle (agua destilada); * = Indica diferengas
significativas entre as concentragées e os seus respectivos controles, de acordo com Kruskal-
Wallis seguido do teste de Dunn (p < 0,05).

Fonte: Autoria prépria (2023).

O elevado numero de préfases explica o fato da concentragdo 2 ug/L, que
nao induziu citotoxicidade, ter causado redugao significativa no crescimento das
raizes, uma vez que, as células entraram em divisdo, mas muitas permaneceram em
préfase (Tabela 2). Tal condigdo demonstra a periculosidade da concentragao 2 ug/L
aos meristemas radiculares.

O retardo na evolugdo da mitose nas raizes pode comprometer
significativamente o desenvolvimento da planta. Segundo Alberts (2017), as células
podem atrasar ou interromper temporariamente o ciclo celular em alguns casos para
reparar o DNA danificado, ou aguardar condicbes adequadas, mas em casos
extremos, o ciclo celular pode ser interrompido permanentemente.

Ademais, a redugado significativa na proliferagdo celular causada pelas
concentracdes 20 e 200 ug/L (Tabela 2), demonstra que a BP-3 teve potencial em
inibir a sintese de DNA e/ou bloquear a finalizagdo da fase G2 na interfase. De
acordo com Dias et al. (2019) e Ferreira et al. (2022) ambas as condi¢gdes retardam
a entrada das células em mitose, demonstrando efeito mitodepressivo. Segundo
Alberts (2017), se ocorrer erros durante a replicagao do DNA, ou se a replicagao for
incompleta, o préprio sistema do ciclo celular utiliza um mecanismo que pode

retardar a fase M, permanecendo em G2.
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O indice mitético ndo deve ser inferior a 50% do valor de indice de diviséo
celular do controle para obter uma analise confiavel das alteragbes celulares (Rank;
Nielsen, 1997). Os indices mit6ticos observados para as trés concentragdes de BP-3
atenderam a esse critério (Tabela 1).

Concomitantemente a redugdo da divisdo celular (Tabela 1), as
concentragdes 20 e 200 pg/L induziram nos meristemas radiculares em frequéncia
significativa, alteragbes em préfase e metafase, bem como micronucleos,
mostrando-se genotoxicas as células meristematicas de raizes de A. cepa (Tabela 2,
Figura 10).

Se ocorrer alguns danos severos causados no DNA durante o processo de
divisdo que nao forem reparados antes de replica-lo, acarreta em altas taxas de
mutacdes celulares e na producéo de células cancerosas. Para que isso nao ocorra,
as células podem retardar a progressao do ciclo celular em pontos especificos de
transicdo, ou até mesmo interromper o ciclo celular permanentemente (Alberts,
2017).

Figura 10 - Alteragdes celulares observadas em células meristematicas de raizes de Allium
cepa L., obtidas de bulbos expostos as concentragdes de 20 e 200 pg/L de benzofenona-3, em
120 horas de exposigao
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B-E: células observadas em microscopio dptico em objetiva de 40x. Barra =10 pm.

Fonte: Autoria prépria (2023).
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Os desarranjos cromossdmicos em profase e metafase, mais uma vez,
indicam que a BP-3 apresenta potencial em causar disturbios na formagao do fuso
mitético. Desarranjos cromossémicos em préofase, como os observados no presente
estudo, também caracterizam disturbios na condensacédo dos cromossomos devido
instabilidade no arranjo de histonas e de outras proteinas responsaveis pela
condensacao das fibras de cromatina (Kuras et al., 2006).

As alteragdes ocorridas em profase e metafase acarretaram perdas
cromossOmicas e, consequentemente, a formacdo de micronucleos em frequéncia
significativa, caracterizando efeito aneugénico da BP-3 nas concentragdes 20 e 200
Mg/L aos meristemas radiculares (Tabela 3).

Assim, demonstram risco iminente das concentragdes de 20 e 200 pg/L
expostas a raizes, visto que, a inibicdo da divisdo celular associada as alteragdes
celulares observadas tém potencial em causar a morte da planta. Portanto, os
resultados de redugdo do crescimento radicular (Tabelas 1 e 2), os disturbios
ocorridos no ciclo celular (Tabela 2) e as alteragdes celulares em frequéncia
significativa (Tabela 3) indicam claramente que a BP-3 tem ac&o direta no material

genético das células vegetais.

Tabela 3 - Numero, tipos e indices de alteragées celulares (IAC) em meristemas radiculares de
bulbos de Allium cepa L., expostos as concentragdes 2, 20 e 200,0 pg/L de benzofenona-3, por

120 horas
Numero e tipos de alteragdes celulares
. Ponte/perda
TR ?or;f) Microndcl Desarranjos em ~ DeSaranios . oo ossomica IAC + DP
Mg icronucieos profase em em anafase (%)
metéafase .
elou teléfase
Co 01 n.d. n.d 01 0,20+ 0,9
BP-3 2,0 02 03 02 00 0,70+ 0,9
20,0 34 35 23 n.d. 9,20 £ 0,8*
200,0 42 52 34 00 12,80 + 1,0*

Nota: TR = Tratamento; Conc. = Concentragao; Co = Controle (dgua destilada); DP = Desvio
Padrao; n.d. = nao detectado; * = Indica diferencgas significativas entre as concentragoes e os
seus respectivos controles, de acordo com Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn (p < 0,05).
Fonte: Autoria prépria (2023).
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6.3 Estresse oxidativo nas atividades enzimaticas antioxidantes

Em ecotoxicologia, a utilizagdo de marcadores bioquimicos como
ferramentas para a avaliacdo de risco de produtos quimicos, como os poluentes
emergentes, tem sido cada vez mais presente para explicar a toxicidade ocorrida
nos tecidos frente a esses compostos e entender como os disturbios nas células sao
desencadeados (Nascimento et al., 2023).

Por meio do ensaio de agdes antioxidantes (DPPH), verificou-se que as
concentragbes 20 e 200 ug/L causaram oxidagdo nos meristemas elevando a
producdo de compostos fendlicos nas raizes (Grafico 2A). O aumento desses
compostos demonstrou ativagao do sistema de defesa da planta frente a BP-3 nas
maiores concentragdes avaliadas.

Com base nesse resultado, pode-se inferir que apesar da elevada
quantidade de compostos fendlicos, ndo foi possivel livrar os meristemas do
estresse oxidativo. Porém, também pode-se sugerir que a quantidade de compostos
fendlicos produzidos foi muito alta, uma vez que a BP-3 também é um composto
fendlico (Roggia et al., 2014). Se tornou prejudicial causando um desequilibrio entre
a geragao de compostos oxidantes e a atuagéo dos sistemas de defesa antioxidante
nas raizes.

Em relagdo a peroxidacgao lipidica nos meristemas radiculares, os resultados
indicam que nao houve relagcdo com a BP-3 (Grafico 2B). Tal condi¢cao foi
corroborada pela nao atividade da GPOX, uma enzima de protecédo a parede celular
e membranas celulares (Grafico 3D).

Dessa forma, a exposi¢gdo dos meristemas a BP-3 ndo ocasionou danos a
membrana plasmatica e as membranas de organelas de alto metabolismo como
cloroplastos, mitocondrias e peroxissomos. Assim, o estresse oxidativo nas células

se deu por outra via.
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Grafico 2 - Atividade antioxidante DPPH (A) e peroxidagao lipidica (B) em meristemas
radiculares de Allium cepa L., expostos as concentragées 2, 20 e 200 pg/L de benzofenona-3,
por 120 horas
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Fonte: Autoria prépria (2023)

As enzimas CAT, APX, SOD e GPOX sao as mais importantes no sistema
fitossanitario em plantas, responsaveis pela homeostase do funcionamento celular
(Nascimento et al., 2023; Santo et al., 2023).

Ao avaliar a atividade enzimatica nos meristemas radiculares de A. cepa
expostas a BP-3, observou-se atividade da SOD nas concentragées 2 e 20 ug/L
(Grafico 3A), que associado a inativagao da APX (Grafico 3C) e ativagdo da CAT
(Grafico 3B), explica a atuagéo do sistema de defesa de A. cepa em relagdo a
formacao de H20:-.

A reacdo dos meristemas ao contato com a BP-3 levou a producido de
superoxido que por dismutacdo via SOD, onde foi convertido o O2 em H202. De
acordo com Anjum et al. (2015), Singh et al. (2017) e Santo et al. (2023), H202 em
excesso nas células tem potencial em interferir no controle da progressao do ciclo
celular, na duplicacdo do DNA, bem como nas fases G1 e G2 da interfase impedindo
ou retardando as células a entrarem em mitose. Além de que, pode agir diretamente

na organizacao do fuso mitético acarretando alteragdes de fuso e micronucleos.
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Grafico 3 - Atividade das enzimas superoxido peroxidase (SOD) (A), catalase (CAT) (B),
ascorbato peroxidase (APX) (C) e guaiacol peroxidase (GOPX) (D), em raizes de bulbos de
Allium cepa L., expostas por 120 horas as concentracdes 2, 20 e 200 ug/L de benzofenona-3
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A analise enzimatica, mais uma vez, alertou sobre o efeito de 2 ug/L da BP-3
perante as raizes de bulbos de A. cepa, pois ndo ha producédo de DPPH (Grafico 2A)
e a enzima GOPX fica inibida, assim o sistema de defesa com compostos fendlicos &
pouco percebida (Grafico 3D).

Foi observado que o sistema enzimatico apresentou apenas atividade da
SOD e inibicdo da APX. Isso demonstra a capacidade do filtro solar em entrar na
célula e se ligar a compostos intracelulares, que nesta concentragédo n&o causaram
reducao da divisdo celular e alteragdes celulares em numero significativo, mas nao
permitiram que a mitose avangasse muito para além da profase (Tabela 2).

Assim, a nao citotoxicidade da concentracdo 2 ug/L pode induzir a falsa
percepcao de que somente concentragdes maiores de BP-3, como as de 20 e 200
Mg/L, sédo prejudiciais uma vez que podem levar a planta a morte. Porém, as baixas
concentracdes podem ser altamente prejudiciais uma vez que as plantas podem se
subdesenvolver e acumular esse filtro em seus tecidos, transferindo-o via cadeia
trofica.

Por outro lado, na concentragdo 200 ug/L é clara a ineficiéncia do sistema

de defesa da célula, pois os compostos fendlicos triplicam em relacdo ao controle
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(Grafico 2A), a atividade da SOD é inibida e a atividade da CAT é aumentada
(Gréfico 3), causando elevada producao de peroxido de hidrogénio nas células e
desencadeando expressiva fitotoxicidade (Tabelas 1 e 2) e citogenotoxicidade
(Tabela 2 e 3) nas raizes.

Em um estudo realizados por Gautam et al. (2022) com Eisenia fetida Sav.,
verificou-se que apés 28 dias de exposi¢cao dos animais a BP-3, a concentragdes
ambientalmente relevantes, os niveis de CAT e SOD se elevaram e altos niveis de
H202 foram produzidos nos tecidos das minhocas. Esta condicdo afetou
significativamente a reprodugcdo e a homeostase dos organismos causando
disturbios na formacao de casulos e morte dos animais.

Gao et al. (2013) também verificaram estresse oxidativo da BP-3 a
protozoarios Tetrahymena thermophila na concentracdo de 1 ug/L, com elevagao
expressiva das enzimas CAT e SOD, bem como alta produ¢cdo de H202, o que
causou alteragbes comportamentais e a morte dos organismos.

Velanganni e Miltonprabu (2021) apresentam a verificacdo do estresse
oxidativo em peixes Danio rerio, aos quais foram expostos a BP-3 por 45 dias.
Apesar de néao ter ocasionado a morte dos peixes, o filtro solar causou estresse
oxidativo no qual se verificou elevada producdo de H202 nas branquias, com
alteracao significativa na fisiologia respiratérias dos animais.

Dessa forma, os resultados observados para animais e protozoarios
corroboram com os resultados de estresse oxidativo observados em plantas, pois a
fitotoxicidade e a citogenotoxicidade observadas foram em decorréncia de estresse

oxidativo, no qual se observou elevagao de H202 nos meristemas radiculares.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo revela descobertas importantes sobre os efeitos da BP-3
em espécies vegetais. Nas concentragdes analisadas de 2, 20 e 200 ug/L, a BP-3
provou ser fitotoxica para as espécies bioindicadoras L. sativa, C. sativus e A. cepa.
Embora a concentracéo de 2 pg/L ndo tenha se mostrado citotoxica aos bulbos de A.
cepa, ambas as concentragdes induziram um grande numero de eventos de profase
nos meristemas radiculares. Ja as concentragdes de 20 e 200 ug/L induziram
alteragcdes em préfase e metafase, juntamente com micronucleos, demonstrando
genotoxicidade.

A BP-3 também causou oxidagdo nos meristemas radiculares, provocando a
ativagdo no sistema de defesa da planta contra compostos fendlicos em
concentracbes mais elevadas. Entretanto as analises enzimaticas ressaltam a
preocupagao com a concentragdo de 2 pg/L, pois o sistema de defesa da planta
sequer foi ativado. Assim, pode-se concluir que a fitotoxicidade e citogenotoxicidade
referentes as trés concentracbes da BP-3 é decorrente do estresse oxidativo
causado pelo aumento de peréxido de hidrogénio nos meristemas radiculares da
planta.

Os resultados destacam um risco ambiental consideravel associado a BP-3
em concentragbes ambientais relevantes. Indicando a necessidade de
regulamentagdes mais especificas para controlar a presengca de BP-3 em produtos
de consumo e descarte adequado, bem como a importdncia de uma aplicagao
rigorosa das leis ambientais existentes. Essas descobertas fornecem subsidios para
repensar as politicas ambientais, especialmente no que diz respeito a poluentes
emergentes, e sugerem a importancia de estudos futuros que avaliem os riscos

ecolégicos associados aos filtros solares contendo BP-3.
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