UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURO PRETO — UFOP
ESCOLA DE FARMACIA}
DEPARTAMENTO DE FARMACIA

Tloami
i

HELENA DE MENEZES MINASSA

IDENTIFICACAO E AVALIACAO DE ABSORCAO DERMICA DE SUBPRODUTOS
DE DEGRADACAO POR CLORACAO DA OXIBENZONA

OURO PRETO - MG
2023



HELENA DE MENEZES MINASSA
helena.minassa@aluno.ufop.edu.br

IDENTIFICACAO E AVALlAqu DE ABSORQANO DERMICA DE SUBPRODUTOS
DE DEGRADACAO POR CLORACAO DA OXIBENZONA

Trabalho de conclusdo de curso
apresentado ao curso de Farmécia da
Universidade Federal de Ouro Preto — MG,
como requisito parcial para obtencédo de
grau de bacharel em Industria.

Orientadora: Prof2 Dra. Karina T. Santos RUbio

Co-orientadora: Dra. Amanda de Vasconcelos Quaresma

OURO PRETO - MG
2023



SISBIN - SISTEMA DE BIBLIOTECAS E INFORMACAO

M663i Minassa, Helena de Menezes.

Identificacdo e avaliacao de absorcao dérmica de subprodutos de
degradacao por cloragdo da oxibenzona. [manuscrito] / Helena de
Menezes Minassa. - 2023.

53 f.

Orientadora: Profa. Dra. Karina Rubio.

Coorientadora: Dra. Amanda Quaresma.

Monografia (Bacharelado). Universidade Federal de Ouro Preto. Escola
de Farmacia. Graduacdo em Farmécia .

1. Toxicidade. 2. Filtros Ultravioletas. 3. Absor¢do dérmica. 4.

Cloragdo da Agua. 5. Oxibenzona. I. Rubio, Karina. Il. Quaresma, Amanda.
Ill. Universidade Federal de Ouro Preto. IV. Titulo.

CDU 615.9

Bibliotecario(a) Responsavel: Soraya Fernanda Ferreira e Souza - SIAPE: 1.763.787




MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURO PRETO
REITORIA
ESCOLA DE FARMACIA
DEPARTAMENTO DE FARMACIA

FOLHA DE APROVACAO

Helena de Menezes Minassa

Identificagdo e avaliagdo de absor¢do dérmica de subprodutos de degradagdo por cloragdo da oxibenzona

Monografia apresentada ao Curso de Farmacia da Universidade Federal de Ouro Preto como requisito parcial para obtengdo do titulo de
bacharel em Farmicia

Aprovada em 29 de Agosto de 2023

Membros da banca

Dr2 -Karina Taciana Santos Rubio - Orientadora (Universidade Federal de Ouro Preto)
Dr2 - Amanda de Vasconcelos Quaresma - Coorientadora - (Universidade Federal de Ouro Preto)
Dr2 - Ananda Lima Sanson - Membro da Banca - (Universidade Federal de Ouro Preto)
Me - Aniely dos Reis Teixeira - (Universidade Federal de Ouro Preto)

Karina Taciana Santos Rubio, orientador do trabalho, aprovou a versao final e autorizou seu depdsito na Biblioteca Digital de Trabalhos de
Conclusdo de Curso da UFOP em 31/08/2023

il
Sel o
ﬂ!.ﬁln.all_ll.l
eletrénica

Documento assinado eletronicamente por Karina Taciana Santos Rubio, PROFESSOR DE MAGISTERIO SUPERIOR, em
31/08/2023, as 13:42, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n2 8.539, de 8 de
outubro de 2015.

Referéncia: Caso responda este documento, indicar expressamente o Processo n? 23109.011636/2023-79 SEl n2 0583868

R. Diogo de Vasconcelos, 122, - Bairro Pilar Ouro Preto/MG, CEP 35402-163
Telefone: (31)3559-1069 - www.ufop.br



Dedico mais esta etapa vencida, aos
meus pais e familiares, pelo apoio.

A Republica Volupia, lar de onde tirei
sabias ligoes...



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, agradeco aos meus pais, Vivian e Guilherme, pelo apoio nas minhas
escolhas e educacéao que me deram. Agradeco as minhas irmas, Bia e Marcela, pelo
companheirismo. Aos meus tios, tias, avos, avés (in memorian), cunhados, sobrinhos
e primos, que compartilharam essa caminhada ao meu lado mesmo a distancia.

Agradeco a tradicional Escola de Farmécia de Ouro Preto e a Universidade Federal
de Ouro Preto pelo ensino publico de qualidade. Agradeco também ao corpo docente
desde o ICEB a EFAR pela competéncia ao ministrar as aulas e por conseguirem
transmitir da melhor forma possivel os conhecimentos necessarios para nos, futuros
profissionais farmacéuticos. Obrigada em especial, & minha professora orientadora,
Prof2 Dsc. Karina T. Santos Rubio, e a minha co-orientadora, Dra. Amanda de
Vasconcelos Quaresma, que contribuiram grandemente para o meu crescimento.

Obrigada a Prof® Dra. Melissa Soares Caetano pela oportunidade da experiéncia da
minha primeira iniciagao cientifica. Agradeco também ao Centro Académico Livre de
Farmacia José Badini (CALF) por me aproximar mais da universidade e me ajudar a
entender mais ainda a importancia da farmacia. Obrigada as empresas em que pude
estagiar, Aradjo Manipulacado, Vet Férmula e Pharlab, pelos ensinamentos.

Sou grata ao Dudu por trazer mais leveza e amor para minha vida. A0S meus amigos
e amigas de BH, sobretudo Agatha, Amanda, Anna Julia, Babi, Bruna Barra, Fina,
Julia, Lets, Luana, Malu, Mila, Rafa e Rapha. Sou muito grata aos “unidos”: Raio pelos
anos de amizade, sintonia e ferracdo. Michel por todas as conversas, intervalos e
risadas e André por toda ajuda, empatia e carinho. Sem vocés néao teria conseguido.
Por fim, obrigada ao meu periodo, 18.1, pela irmandade.

Viva a universidade publica!



“O sucesso ¢ ir de fracasso em fracasso sem perder
entusiasmo.”
Winston Churchill



MINASSA, Helena de Menezes, Identificacdo e Avaliacdo de Absorcdo Dérmica de
Subprodutos de Degradacdo por Cloragdo da Oxibenzona, 2023, Graduagdo em
farmacia. Universidade Federal de Ouro Preto.

RESUMO

Devido ao aumento da exposi¢céo aos raios ultravioleta, o uso do filtro solar se tornou
indispensavel para a protecdo da pele. Os filtros solares podem ser organicos ou
inorganicos. Um dos filtros UV organicos mais utilizados atualmente € a oxibenzona.
Este composto em contato com a agua clorada de estacdes de tratamento pode formar
subprodutos potencialmente toxicos para a saude humana. Além disso, estes
subprodutos ndo sao devidamente monitorados e ndo apresentam estudos suficientes
sobre a avaliacdo de seus potenciais efeitos toxicos. Assim, este trabalho buscou
identificar subprodutos de degradacdo da oxibenzona por cloracdo e avaliar seu
potencial de absorcao dérmica para estimativa de seu potencial toxico. Dessa forma,
sera possivel auxiliar na tomada de decisdo quanto ao monitoramento ja
regulamentado de substancias em aguas. Para tal, foi realizada a degradacao da
oxibenzona por cloro e os subprodutos formados foram detectados por espectrometria
de massas de forma semi-quantitativa. Realizou-se também a avaliacdo de
permeacdo dérmica da oxibenzona e seus subprodutos utilizando membrana da pele
da orelha de porco em célula de Franz. O subproduto de degradacao da oxibenzona
monoclorado (263,10 m/z) foi formado. No estudo de permeacéo dérmica, 71,8% de
oxibenzona e 87,2% de oxibenzona monoclorada ficaram retidos na membrana na
pele do porco e nado foram identificados compostos no compartimento receptor.
Apesar dos compostos terem ficado retidos na pele e outros estudos serédo feitos, é
interessante incluir os compostos apresentados neste estudo na lista de substancias
monitoradas que apresentam risco a saude, uma vez que outros autores ja detectaram
toxicidade dos subprodutos da oxibenzona.

Palavras-chaves: Oxibenzona; Cloracéo; Degradacao; Permeacao Dérmica.



MINASSA, Helena de Menezes, Identificacdo e Avaliacdo de Absorcdo Dérmica de
Subprodutos de Degradacdo por Cloragdo da Oxibenzona, 2023, Graduagdo em
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ABSTRACT

Due to the increased exposure to ultraviolet rays, the use of sunscreen has become
essential for skin protection. Sunscreens can be organic or inorganic. One of the most
commonly used organic UV filters is oxybenzone. This compound, when in contact with
chlorinated water from treatment facilities, can generate potentially toxic byproducts
for human health. Additionally, these byproducts are not adequately monitored, and
there is insufficient research on evaluating their potential toxic effects. Thus, this study
aimed to identify degradation byproducts of oxybenzone through chlorination and
assess their potential dermal absorption for estimating their toxic potential. This will
contribute to informed decisions regarding the regulated monitoring of substances in
water. To achieve this, oxybenzone degradation through chlorine was performed. The
formed byproducts were detected semi-quantitatively using mass spectrometry.
Dermal permeation of oxybenzone and its byproducts was also evaluated using pig
ear skin membrane in a Franz diffusion cell. The oxybenzone monochlorinated
degradation byproduct (263 m/z) was formed. In the dermal permeation study, 71.8%
of oxybenzone and 87.2% of oxybenzone monochlorinated were retained in the pig
skin membrane and no compounds were identified in the receptor compartment. Based
on the results, it is advisable to include the compounds presented in this study in the
list of monitored substances posing a health risk.

Keywords: Oxybenzone; Chlorination; Degradation; Dermal Permeation.
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1 INTRODUCAO
1.1 Filtros Solares

No mundo atual, os filtros solares vém sendo cada vez mais utilizados
para protecdo contra os raios ultravioleta (UV). Isso se deve ao expressivo
aumento do aquecimento global e do buraco na camada de oz6nio. Esses
fenbmenos aumentam a exposicdo dos seres vivos aos raios ultravioleta, os
quais sao capazes de causar eritema, escurecimento da pele, queimaduras e até
mesmo cancer de pele (LIU et al., 2014) . Os protetores solares sao responsaveis
por proteger a pele humana dos danos que os raios UV podem provocar
(GASPARRO; MITCHNICK; NASH, 1998).

A radiacdo ultravioleta (UV) é dividida em trés bandas: UVC, UVB e UVA
com os comprimentos de onda da luz nas faixas de 200-290 nm, 290-320 nm e
320-400 nm, respectivamente(GLASER; TOMECKI, 2020). Aproximadamente
90-99% da radiacdo UVA atinge a superficie da terra. A radiacdo do tipo UVB
tem grande potencial de causar danos no epitélio como eritema e queimaduras.
Entretanto, aproximadamente 1-10% dessa radiagdo € capaz de atingir a
superficie da terra. J4 a radiacdo UVC € absorvida pela atmosfera. Portanto, a
camada de ozénio filtra a radiacdo UVC, filtra parcialmente a radiacdo UVB e
nao é capaz de filtrar os raios UVA (DIAZ; NESBITT, 2013; NARAYANAN;
SALADI; FOX, 2010).

No estudo in vivo realizado por Strickland (1986) em ratos, o autor exp0s
0s animais a radiacdo UV diariamente. As radiac6es UVB/UVA provocaram
cancer de pele nas orelhas de 80% dos animais testados ap0s 68 semanas.
Além disso, a radiacdo UVA induziu tumores na dorsal de ratos. A combinagéo
das radiacdes UVB e UVA é mais prejudicial a pele dos animais e os tumores

identificados sao resultado da exposi¢cao cumulativa a essas radiagoes.

Os filtros UV podem, basicamente, ser separados em duas classificagoes:
filtros solares quimicos ou orgéanicos e filtros solares minerais, fisicos ou
inorganicos. Tal classificacdo esta relacionada ao mecanismo de acédo da
protecdo UV (GASPARRO; MITCHNICK; NASH, 1998). Os filtros organicos
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atuam principalmente por absorcdo de fotons no comprimento de onda UV. Ja
0S inorganicos sado pigmentos quimicamente inertes que permanecem has
camadas superiores da epiderme e do estrato corneo e refletem ou dispersam a
radiacdo (BENS, 2014).

Os protetores solares minerais, como dioxido de titanio (TiO,) e 6xidos de
zinco (ZnO), ha muito foram considerados seguros e eficazes. Eles sdo mais
indicados para individuos com maior tendéncia a irritacdo da pele quando
comparados com protetores solares organicos, como avobenozona e
oxibenzona. Apesar das vantagens dos filtros UV inorganicos, o uso deles vem
reduzindo por causa da fraca elegancia cosmética, uma vez que podem formar
um filme branco na pele devido ao tamanho das particulas dos minerais. (BENS,
2014; WANG, TOOLEY, 2011).

Apesar de existirem diversos componentes de filtros solares organicos, os
quatro mais comuns sao BP-3 (2-hidroxi-4-metil-metilbenzofenona), EHMC (3-
(4-metoxifenil)-2- &cido propendico 2-etil-hexilo ester), 4-MBC (3-(4-metil-
benzylidene) bornan-2-um), e OC (2-ciano-3,3-difenil-2-acido propendico 2-etil-
hexilo ester) com base no estudo de Li e colaboradores (2007) que avaliou os
componentes em 20 tipos de protetores solares. Apesar dos filtros solares
organicos serem o0s mais utilizados, eles ndo séo indicados para criancas e

apresentam maior hipersensibilidade na pele do que filtros solares inorganicos.
1.2 Benzofenonas

As benzofenonas tem como estrutura comum dois anéis benzénicos
ligados por um grupo carbonil (IMAMOVIC et al., 2022). A ressonancia de
elétrons nas benzofenonas é facilitada pela presenca de um elétron livre nas
posicdes orto e para. Isso resulta em dois comprimentos de onda maximos de
absorcéo, 286 (UVB) e 324 nm (UVA) (SHAATH, 2010).

O estudo de Liu e colaboradores (2014) identificou 14 benzofenonas por
cromatografia liquida ou gasosa acopladas ao espectrdbmetro de massas,
evidenciando a variedade de estruturas que podem ser utilizadas para protecéo

contra os raios ultravioleta. Dentre tais moléculas, destaca-se a benzofenona-3.
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A benzofenona-3 (Figura 1), também conhecida como 2-hidroxi 4-
metilbenzofenona, BP-3 ou oxibenzona, é um dos compostos mais comumente
usados para protecdo UVA e UVB. Ela apresenta peso molecular de 228.25
g/mol, coeficiente de particdo octanol/agua (log Kow) de 3,8 e pKa de 7,6
(BALMER et al., 2005; NEGREIRA et al., 2008; WNUK; KAJTA, 2021).Segundo
outros autores, o log Kow € uma das variantes que tém influéncia direta na
permeabilidade dérmica, além do volume molar de 163 cm3/mol (RAMOS et al.,
2016)

Figura 1: Formula estrutural da Benzofenona 3.

O

HO 0
CH,

Fonte: (AUTORA, 2023).

Altas concentracdes de derivados de benzofenonas ja foram encontradas
em afluentes e efluentes de alguns paises em que fizeram estudos em busca
desses compostos. Ramos e colaboradores (2016) concluiram que tais
concentragbes estdo relacionadas a baixa eficiéncia de remocdo desses
compostos pelas estacdes de tratamento de agua e pela alta tendéncia destes
em permanecer no meio ambiente uma vez que tem uma alta solubilidade em

agua e um Kow relativamente baixo (RAMOS et al., 2016).

A BP-3 apresenta uma solubilidade em &gua de 68,56 mg/L a 25°C
(IMAMOVIC et al., 2022). Compostos com maiores Kow (Kow > 5) e menos
sollveis em agua tendem a ter uma facilidade maior de serem removidos pelas
estacdes de tratamento de agua. Isso se deve ao fato de seus sedimentos
ficarem suspensos na agua e isso faz com que estes figuem retidos nas

primeiras etapas das estacdes de tratamento.

A pesquisa de Gustavsson Gonzalez e colaboradores (2002) feita em
voluntarios homens e mulheres, demonstrou que a oxibenzona é absorvida pela

pele e em média apenas 0,4% da BP-3 foi excretada na urina dos voluntarios.
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Além disso, o composto ainda foi detectado na urina ap0s 48 horas de uma Unica
aplicacdo de 40 gramas de protetor solar contendo 4% de BP3. Segundo
Hayden, Roberts e Benson (1997), a oxibenzona e seus metabdlitos (2,3,4-
trihidroxi-benzofenona e 2,4-dihidroxibenzofenona) foram encontrados na urina
de um grupo de voluntarios apos 48 horas de aplicacao do filtro solar sendo

constatado que 1-2% do composto foi absorvido apés 10 horas de aplicacao.

Liu e colaboradores (2012) testaram a benzofenona-3 em cinco diferentes
condi¢gbes: meio oxidante, reducdo de nitrato, reducdo de Fe(lll), reducéo de
sulfato e andxico ndo alterado. Este estudo teve como objetivo avaliar a
biodegradacdo da BP-3 durante 42 dias de incubacédo. O estudo indicou que o
composto era estavel em meio estéril e foi 100% consumido em todas as
condicdes de oxi-reducdo aerdbicas e anaerdbicas. Além disso, provou que a
meia-vida da BP-3 ficou entre 4,2 e 10,7 dias nas cinco condi¢des apresentadas
e que nas condic¢des de sulfato-redutor e andxica a BP-3 apresentou os menores

tempos de meia-vida, de 4,3 e 4,2 dias, respectivamente (LIU et al., 2012).

Duirk e colaboradores(2013)observaram a degradacdao de filtros UV
oxibenzona e dioxibenzona na concentracdo de 1 uyM no pH entre 6-10 na
presenca de excesso de cloro na concentracdo de 10 mM. O Unico produto de

degradacédo estavel dos compostos formado foi o cloroférmio.

1.3 Contaminagdo Ambiental por Oxibenzona

Os filtros UV podem contaminar o ambiente aquatico por vias diretas e
indiretas. As vias diretas de contaminacdo ocorrem quando esses produtos
entram em contato com a agua através de pessoas utilizando-os em piscinas e
banheiras. Ja as vias indiretas, ocorrem através da lavagem de roupas, banhos,
residuos industriais ou até mesmo através da urina devido a absorcdo e
eliminacdo urinaria de alguns desses produtos. Ou seja, as estacfes de
tratamento de agua sdo um dos meios da contaminacdo indireta do meio

ambiente por captarem a agua com esses produtos.

Ambas as vias séo responsaveis por grandes niveis de contaminacéo de
aguas e o numero de estudos para avaliar e investigar a contaminacao do meio

ambiente por esses poluentes vem crescendo. Devido a frequéncia e as
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concentragOes detectadas, estudos vém sendo realizados para avaliagédo das
possiveis consequéncias de tal contaminacdo para a saude humana e para o

meio ambiente.

Ekpeghere e colaboradores (2016) avaliaram a presenca de diferentes
tipos de filtros solares em cinco estacdes de tratamento de agua e esgoto na
Coréia, dentre eles a BP-3. Este composto foi 0 mais abundante entre os filtros
solares avaliados. Foram registradas concentracfes proximas a 6,000 ng/L, da
benzofenona-3 em esta¢cdes de tratamento de esgoto e de agua. Segundo esse
mesmo estudo, 82-100% da BP-3 foi removida nas estacdes. Entretanto, a
guantidade que nao foi removida de 1,000 ng/L é uma concentracao consideravel
do composto que pode se acumular no ambiente e na agua que chega para a

populacao.

Na cidade de Tianjin, no norte da China, pesquisadores encontraram
quatro tipos de filtros solares em diferentes pontos de estacdes de recuperacéo
de aguas residuais. As concentracfes encontradas no efluente foram de 97-722
ng/L de BP-3 (LI et al., 2007).

Em Gales do Sul, Kasprzyk-Hordern e colaboradores (2009)monitoraram
a presenca de produtos farmacéuticos em dois pontos do rio Taff e na estacéo
de tratamento de esgoto da regido entre abril e agosto de 2007. Um dos pontos
de monitoramento estava situado a 1 km antes da estagao de tratamento de 4gua
(a montante), jA o outro ponto se encontrava a 2 km apdés ela (a jusante). Os
pesquisadores detectaram concentracdes de BP-3 de 1543 ug/L e de 15-44
Mg/L, a montante e a jusante, respectivamente. No afluente da estacado de
tratamento foram detectadas concentracdes de 104—1068 ug/L, ja no efluente as
concentracdes encontradas foram de 80-2196 ug/L. O composto apresentou
uma remocdo de mais de 60%, porém, devido as altas concentracdes, a

guantidade do residuo ndo removido é preocupante.

No estudo de Tsui e colaboradores (2014) foram coletadas 101 amostras
de agua durante um ano e dois meses em 8 cidades distintas com o objetivo de
detectar filtros UV. Um dos filtros pesquisados foi a benzofenona-3 e a variacéo
das concentragfes desse composto nessas aguas foi de 39-5429 ng/L em 20
pontos de Hong Kong sendo que esses pontos de coleta estavam situados em

estacdes de tratamento de agua, praias e outros locais com atividades aquaticas.
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Na baia de Toéquio, as concentragBes encontradas foram de 24-86 ng/L. Em
Nova lorque, detectaram 23-178 ng/L de BP-3 em duas baias e um rio proximo
a estacao de tratamento de agua. Em praias e locais proximos de estacdes de
tratamento de agua de Los Angeles e nas duas cidades chinesas Shantou e
Chaozhou, as concentracdes detectadas foram de 227-601 ng/L, 55-188 ng/L e
37-49 ng/L, respectivamente. Em Bangkok, no rio que recebe o esgoto municipal,
encontraram-se concentracdes de 86-116 ng/L de BP-3. No oceano Artico

concentracdes de 17-33 ng/L do composto foram detectadas (TSUI et al., 2014).

Em outro estudo realizado na China, foi avaliada a formacéo de &cidos
haloacéticos (HAAs) em piscinas de aguas salgadas a partir de diferentes
precursores organicos por cloracdo. Dentre os precursores organicos avaliados,
BP-3 teve 0 maior rendimento de formacdo de HAA, ou seja, quanto maior a
concentracdo do cloro mais o subproduto era formado. Além disso, uma maior
guantidade de bromo e acumulo dos filtros solares na agua e altas temperaturas
também contribuiram para o aumento da concentracdo de HAAs (WANG;
GONG; XIAN, 2020).

Na baia de Hanauma no Havai, Downs e colaboradores (2022) (2022)
avaliaram concentracdes da oxibenzona na areia em dez diferentes pontos
frequentados por banhistas. Em todas as amostras foram encontradas
concentracdes do composto de 136 a 27.880 ng/L. O estudo sugere que essas
concentragbes podem estar afetando o ecossistema na regiao, principalmente
0s corais, e indica que a principal fonte de contaminacao pela oxibenzona sao

os banhistas.

Em estudos histopatolégicos in vivo, foram utilizados biomarcadores
teciduais em guelras de peixes expostos a concentracdes de oxibenzona de 10,
100 e 1000 ng/L. A utilizacdo das guelras € justificada pela sensibilidade dos
biomarcadores quando se compara aos biomarcadores presentes no figado. A
exposicdo aguda a BP-3 causou disturbios circulatorios principalmente neste
orgao, mudancas regressivas e danos imunologicos as guelras (DOS et al.,
2021).

Zhang e colaboradores (2021) expuseram embrides de zebra fish durante
96 horas a oxibenzona e estimaram que a dose letal seria de 4,74 mg/L sem

exposicao a luz UV. Ja na presenca da radiacdo, a concentracdo toxica seria de
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4,29 mg/L. Além disso, avaliaram doses sub-letais nos embrides sob radiacao
UV, e a oxibenzona na concentracdo de 1,5 mg/L causou diminui¢do do ritmo
cardiaco dos embrides. A exposicao a luz UV neste estudo € um ponto muito
importante uma vez que mimetiza condigbes mais proximas da realidade do

ambiente aquatico.

Bilithgen e colaboradores (2012) concluiram que baixas concentracfes
de BP-3 podem causar alteracdes nos esteroidogenes e nas vias hormonais em
diferentes estagios de desenvolvimento de zebra fish. Foram identificadas
alteracdes similares em machos adultos e embrides nas concentragdes de 2,4—
312 ug/L de BP-3. Maiores alteracbes ocorreram a partir da concentracao de 84
pg/L. Além disso, os autores afirmam que é possivel que essas concentragcdes

causem também efeitos adversos no sistema imune dos peixes.

Considerando que as concentracbes de BP-3 detectadas no ambiente
foram avaliadas quanto ao potencial toxico in vivo em diferentes modelos
animais, e que diversos efeitos danosos foram observados em diferentes 6rgaos,

cresce a preocupacdo com a possibilidade de danos a saude humana.

1.4 Subprodutos de Cloracao da Oxibenzona

Ha uma grande preocupacao de pesquisadores a respeito da ocorréncia
de filtros solares no mar e em efluentes. Entretanto, ndo ha muita informacéao
sobre a incidéncia, o comportamento e o destino de filtros solares em estacoes
de tratamento de agua (LI et al., 2007). Dessa maneira, € interessante a pesquisa
desses compostos e seus subprodutos nesses locais e suas possiveis formas

de toxicidade.

Segundo Da Silva, Emidio e De Marchi (2015) as etapas de tratamento
convencional de agua sado coagulacao, floculagdo, sedimentacdo, filtracéo,
desinfeccao e fluoretacéo. O processo de desinfec¢cdo mais usado mundialmente

consiste na cloracdo da agua.

Apesar da utilizacdo do cloro ser necessaria para o tratamento da agua,
Sherwood e colaboradores (2012) demonstraram que a dioxibenzona,
oxibenzona, e sulisobenzona podem ser cloradas e resultar em uma menor

capacidade de absorver os raios UV. Além deste comprometimento, 0s
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subprodutos gerados pela reacdo entre cloro e oxibenzona, devido ao excesso
do cloro trés vezes a concentracdo do filtro solar, podem apresentar certo grau

de toxicidade.

A toxicidade aguda das 14 benzofenonas selecionadas por Liu e
colaboradores (2014) antes e depois da cloracdo foi avaliada utilizando
bioensaios com bactérias bioluminescentes. Depois do tratamento com cloro, de
acordo com os resultados do estudo, sugeriu-se que houve um aumento da
toxicidade, frente ao ensaio a essas bactérias, de apenas uma das benzofenonas
devido a substituicdo e a reatividade das delas (LIU et al., 2014).

A maior parte dos subprodutos de cloracdo da BP-3 € identificada por
analise de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-
MS/MS). Entretanto, compostos volateis, como cloroférmio, sédo usualmente
quantificados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(GC-MS) (TAWK et al., 2015).
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Alguns dos subprodutos derivados da cloragéo da benzofenona-3 e suas

condicBes experimentais estdo reportados na Tabela 1.

Tabela 1: Estudos que avaliaram a formacao de subprodutos apés a cloracao da oxibenzona.

Subproduto Método [C]] Condicdes Referéncia
de
andlise
2,4,6-tricloro-3- LC- 3mg/L 20°C ZHANG et al.,
metoxifenol, BP-3 MS/MS pH 7 2016
mono e diclorada 8 horas, 5 e 10 minutos
respectivamente
Cloroférmio, hidrato LC- 3mg/L 20°C ZHANG et al.,
de cloral (CH), MS/MS pH 7 2016
cloropropandis, 24h de incubacéo

acido cloroacético

BP-3 mono- e di- GC-MS 03 - 0,6 18+2°C NEGREIRA et al.,
cloro substituida pg/mL pH7,2e8,2 2008
20 min

Agua ultra pura

Tricloro-metoxifenol GC-MS 1 pg/mL 18+2°C NEGREIRA et al.,
pH7,2e8,2 2008
20 min

Agua da torneira

Cloroférmio GC-MS 0,1 pg/mL 25°C DUIRK;
até 24 horas de BRIDENSTINE;
formacéo LESLIE, 2013
pH 8

5CI-BP3, 3CI-BP3; HPLC- 1,4 mg/L Auséncia de luz (ZHUANG et al.,

3,5-dicloro-2- DAD e Temperatura ambiente  2013)

hidroxi-4- UV-Vis 24 h

metoxibenzofe-nona

(3,5-diCI-BP3)

Fonte: (AUTORA, 2023).

Zhang e colaboradores (2016) avaliaram a degradacéo da BP-3 por cloro
e constataram que essa reacdo ocorre rapidamente sob a influéncia da cinética
da reacdo e do pH. Nesse trabalho, trés subprodutos de degradacdo foram
identificados (Figura 2), sendo o 2,4,6-tricloro-3-metoxifenol o mais estavel.
Ainda nesse estudo, conforme demonstrado pelo teste in vitro realizado, tal
subproduto apresenta capacidade de promover genotoxicidade. Além disso,
guantidades altas de cloroférmio e acido tricloroacético (TCAA) foram

identificadas ap0s 24 horas de incubagdo e seus rendimentos molares
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(subprodutos de desinfec¢ao/BP-3) foram de 12,02% e 6,28%, respectivamente

(ZHANG et al., 2016).

Figura 2: Subprodutos da oxibenzona formados a partir de cloracao.
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Negreira e colaboradores (2008) também

identificaram os trés

subprodutos de cloracdo da Benzofenona-3. A mono e di-cloro-BP3 séo

formadas por reacdes de substituicdo e o tricloro-metoxifenol pode ter sido

derivado da clivagem do grupo carbonila entre os dois anéis aromaticos da

molécula da BP3. Os subprodutos foram formados em quantidades significativas

e foram estaveis diante de reacdes de oxidagdo. Considerando que o estudo
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simulou condigdes reais de cloracdo, os autores sugeriram que os subprodutos
podem ser gerados em piscinas e durante banhos, uma vez que a agua clorada

tenha contato com o filtro UV.

1.5 Permeacao Dérmica

A pele é a barreira protetora do corpo que € responsavel por regular e
controlar o transporte de substancias exogenas e endogenas (KARAN;
ALIKHAN; MAIBACH, 2009). Dessa forma, torna-se importante entender se 0s
subprodutos da oxibenzona presente nos filtros solares tém uma absorcéo

dérmica.

A pele de animais tem uma maior utilizacdo do que a pele humana na
conducdo de pesquisas de permeacdo dérmica, uma vez que as
regulamentacdes de comités de ética de estudos com animais, ou parte deles,
sdo menos rigidas do que as regulamenta¢des de estudos em humanos. Dessa
forma, as membranas de animais sdo mais disponiveis para pesquisa. Esse tipo
de ensaio é de extrema importancia, uma vez que, através dele, € possivel

conhecer mais sobre a absor¢cdo de compostos (GODIN, TOUITOU, 2007).

O modelo de permeacéo nas células de Franz ou difusédo de células &
interessante para avaliar a capacidade de compostos em permear a pele. O
método € relevante pois complementa estudos in vitro ja estabelecidos,
avaliando a permeacdo dos compostos que pode promover efeitos endégenos
nas células (BAYNES, 2001). Além disso, este sistema in vitro pode avaliar o
metabolismo dérmico e a biodisponibilidade sem a necessidade de utilizar
métodos in vivo (BAYNES, 2001).

Experimentos de difusao de células (Figura 3) consistem na utilizacéo de
um fluido contendo um composto e uma membrana dividindo dois
compartimentos chamados de doador e receptor. O teste é feito em funcéo do
tempo. O compartimento receptor € responsavel por receber o fluido o qual é
constantemente substituido para que as amostras do liquido sejam coletadas
nos intervalos estabelecidos. As caracteristicas do fluido devem estar de acordo
com a membrana que sera utilizada e os componentes 0s quais serdo testados.

Além disso, este fluido deve simular o fluido intercelular da pele. A partir dos
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resultados desse experimento, € possivel quantificar as concentragdes no

receptor em cada intervalo de tempo estabelecido (HOPF et al., 2020).

Figura 3: Camaras de difusdo. Esquema de representacdo de camaras de difusdo contendo

membrana para realizacdo de estudos de absorcao. (A) Camara fluidica; (B) Célula de difusao

de Franz.
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Fonte: (PULSONI et al., 2022).

Nesse tipo de experimento podem ser utilizadas peles de ratos,
camundongos, primatas e humanos. Entretanto, a membrana da pele de porco
€ a mais utilizada. I1sso se deve ao fato de que a pele do porco é semelhante a
pele humana, tanto quanto a sua anatomia, quanto a fisiologia (BAYNES, 2001).
A membrana da orelha do porco € mais adequada para estudos de permeacéao
dérmica e apresenta resultados com maiores taxas de absorcdo quando se
compara com a membrana da pele humana, ou seja, uma vez que 0 composto
€ passa pela membrana do porco, esse tem grandes chances de passar a pele
humana também (GODIN, TOUITOU, 2007; SATO, SUGIBAYASHI,
MORIMOTO, 1991).

Sato, Sugibayashi e Morimoto (1991) compararam a espessura da pele
de alguns animais como ratos, porcos da india, cachorros e porcos com a pele
humana. A espessura da pele do porco foi a mais préxima da espessura da pele
humana. As espessuras apresentadas no estudo para porcos foram de um
estrato cérneo de 17,5 =+ 2,4 ym e da epiderme de 50,7 + 11,4 uym, ja para
humanos o estrato cérneo apresentou uma espessura de 18,2 £ 3,3 uym e a

epiderme, por sua vez, apresentou uma espessura de 51,2 £ 12,2 um.
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Esses pesquisadores também extrairam lipidios da pele desses animais
e compararam com os lipidios da pele humana. A quantidade de lipidos por
centimetro quadrado de porcos foi cerca de 130 pg/cmz? e, para a pele humana,
cerca de 60 pyg/cmz2. Apesar da diferenca entre a quantidade de lipidios dessas
espécies, os porcos da india, os ratos e cachorros apresentaram mais de 200
pm/cmz2, demonstrando que a pele do porco tem propriedades mais préximas da
dele humana do que os demais animais. Vale ressaltar que a pele € uma barreira
composta também de lipidios e eles sdo um dos componentes que contribuem

para a regulacéo de substancias que atravessam essa barreira.

No trabalho de Barbero e Frasch (2009) foram comparados diversos
estudos de absorcdo dérmica da pele humana e da pele de porcos para
substancias como medicamentos, hormonios, agua, entre outras substancias,
dentre elas as benzofenonas. Os autores sugerem que ha uma forte correlacédo
entre a pele humana e de porco, uma vez que as membranas apresentam um
coeficiente de correlacéo entre os estudos de permeacéao de 0,88 (P < 0,0001) e
uma intersecao proxima de zero. As principais variaveis para estabelecer este
coeficiente sdo o coeficiente de variacao, o fator de diferenca e o coeficiente de
permeacdo na membrana. A faixa de 0,88 + 0.06 para o coeficiente de correcao
e a intersecdo de 0,30 £ 0,22 sdo 0s parametros para uma correlacdo linear
indicando que a pele do porco foi eficaz ao substituir a pele humana nos estudos.
Além disso, os estudos avaliados indicaram uma maior permeac¢do dérmica da
pele do porco quando comparada a pele humana. O autor também sugere que
membranas com muito pélo ndo sdo adequadas para estudos de permeacao
dérmica, isso pode indicar mais um ponto positivo para a utilizacdo da pele de

suinos.
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2 JUSTIFICATIVA

O atual cenario de intenso crescimento da populacdo demanda que as
fontes potenciais de abastecimento publico sejam utilizadas também como
receptoras de esgotos domésticos, efluentes industriais e hospitalares, residuos
da agricultura, entre outros. Além disso, por consequéncia desse crescimento ha
a intensificacdo de atividades industriais e do agronegécio. Tal quadro tem
levado a um aumento significativo dos niveis de contaminacdo de aguas por
substancias quimicas danosas e/ou potencialmente perigosas a saude humana

€ ao meio ambiente.

Diante disso, a disponibilidade e qualidade hidrica vem chamando a
atencdo de 6rgéos internacionais e cientistas. No modelo tecnologico atual, o
custo do acesso e da tratabilidade da agua e o acelerado processo de
degradacdo dos recursos naturais tornam imprescindivel o estabelecimento de
regulacdes e processos que visem garantir o abastecimento da populacdo com

um produto seguro.

O sistema de tratamento da agua convencional utilizado no Brasil se
baseia na pré-filtracdo, coagulacéo, floculacdo, decantacdo e desinfeccéo.
Entretanto, essas etapas dificimente garantem a remocdo completa de
contaminantes organicos. Ademais, a desinfec¢do por cloracdo pode levar a
formacao de subprodutos potencialmente mais téxicos e mais persistentes no
meio ambiente que o composto original. Alguns desses subprodutos vém sendo
identificados, porém, pouco se sabe acerca do seu potencial toxico nos
diferentes niveis troficos. A partir disso, torna-se importante o desenvolvimento
e adocdo de novas politicas de protecdo e monitoramento da qualidade dos

mananciais e da agua tratada.

Ha& um amplo esfor¢o tanto a respeito da avaliacdo de toxicidade atrelada
a oxibenzona, quanto na compreensdo dos processos de formacgdo de
subprodutos de degradacdo desse composto presentes em estacdes de
tratamento de agua convencionais. Entretanto, como mostrado no Anexo 7 do
Anexo XX da Portaria de Consolidacdo n° 5, que trata do padrdo de potabilidade
para substancias quimicas que representam risco a saude, ndo sao listados

filtros ultravioletas e seus subprodutos. Assim, eles ndo sdo monitorados e
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consequentemente ndo se sabe sobre a sua producdo e remocdo pelos
processos de tratamento de agua convencionais adotados nas estacdes de
tratamento. Dessa maneira, 0 estudo chama atengdo para que esse

monitoramento seja regulamentado na portaria.

Além da deteccao de subprodutos de cloracdo, os trabalhos cientificos
relatam também a possibilidade de os mesmos apresentarem potencial téxico e
capacidade de absorcéao iguais ou superiores ao do composto original. Assim,
torna-se importante realizar a caracterizacdo e avaliacdo da toxicidade das
substancias formadas nas estacfes de tratamento de agua e que podem ser

distribuidas ao consumidor final.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

O objetivo geral foi identificar subprodutos de degradacéao da oxibenzona
formados a partir da cloracédo e avaliar seu potencial de absor¢do dérmica para

estimativa de seu potencial toxico.
3.2 Objetivos Especificos

Os obijetivos especificos foram:

e Padronizar no Laboratoério de Toxicologia as condicfes experimentais
de cloracdo que mimetizam as estacdes de tratamento de agua para
obtencao dos subprodutos da oxibenzona.

e Avaliar a capacidade de permeacdo dérmica dos subprodutos de
degradacéao da oxibenzona.

e Auxiliar na tomada de decisdo em relacdo a qualidade de aguas no
gue diz respeito a insercdo de seus subprodutos na lista de

substancias obrigatoriamente monitoradas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Lavagem de Vidrarias

As vidrarias utilizadas foram lavadas com detergente neutro Extran, o qual
ndo contém surfactantes potencialmente interferentes na ionizacao para analise
por espectrometria de massas, e colocadas em banho de &cido nitrico a 20%,
com intuito de eliminar qualquer substancia organica presente nelas, por 24
horas. Em seguida, as vidrarias foram enxaguadas com agua ultrapura e

colocadas na estufa, quando pertinente, também por 24 horas.

4.2 Experimento de Cloragéo

Para a padronizacdo das condi¢cfes ideais de cloracdo, foram testadas
trés proporcdes diferentes entre cloro e oxibenzona. Para tal, pipetou-se 1 ml da
solucdo estoque de oxibenzona 1g/L em um baldo volumétrico de 100 mL e
diluiu-se com &gua ultrapura até completar o volume, resultando em uma
concentracdo de 10 mg/L (solucdo estoque de oxibenzona). Em seguida, todo o
conteudo foi transferido para um béquer para realizar os experimentos de

degradacéo.

Para o primeiro experimento, a partir da solugéo estoque de hipoclorito de
sédio (NaOCl) a 10% doada pela SANEOURO, empresa responsavel pela
prestacdo de servicos de agua da cidade de Ouro Preto, pipetou-se 14 uL para
um béquer contendo 30 mL da solucao de oxibenzona preparada anteriormente,
obtendo assim 22,08 mg/L de cloro ou 46,34 mg/L de NaOCI. Isso resulta em
uma proporcao 3:1 de cloro livre por carbono de oxibenzona e relacdo molar de

14,30 mols de oxibenzona por mol de NaOCI.

Para o segundo experimento, as diluicdes foram feitas de modo que a
proporcao 3:1 entre as massas de NaOCI e oxibenzona fossem alcancadas para
realizar os testes de degradacé&o. A relagdo molar deste experimento foi de 9,23
mols de oxibenzona por mol de NaOCI. Ja para o terceiro experimento, foi
utilizada a solucéo trabalho de oxibenzona a 10 mg/L e a solugcdo de NaOCI a
10% foi diluida obtendo uma relacdo massica de 1:1 e relagédo molar de 3,07 mol
de oxibenzona por mol de NaOCI.
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Para cada um dos experimentos, utilizou-se 460 ug/L, 300 ug/L e 100 ug/L
de solucéo de tiossulfato de sddio (Na,S,03) na concentracao inicial de 100 g/L,
a qual foi adicionada ao béquer com objetivo de parar a reacdo. Foi utilizada a
mesma propor¢ao do Na,S,05 e de NaOCI para os experimentos. Além disso, foi
utilizada agua ultrapura com as mesmas concentracfes de NaOCI e Na,S,04
para o branco quimico. As condicbes de cada uma das reacdes descritas

constam na Tabela 2.

Tabela 2: Condi¢Bes das reagBes de degradacéo da oxibenzona.

Condicdes das reacdes para obtencdo de subprodutos da oxibenzona

_ Experimento Experimento
Compostos Experimento degradacéo 1
degradacéo 2 degradacéo 3
Oxibenzona 10mg/L 10mg/L 10mg/L
3mg de Cl por 1Img de C
NaOCI (22,08mg de Cl = 46,3mg/L de 30mg/L 10mg/L
NaOCl)
Na2S203 46,3 mg/L 30 mg/L 10 mg/L

Fonte: (AUTORA, 2023).

As solugcbes foram mantidas sob agitacdo constante, a temperatura
ambiente. O experimento foi realizado em triplicata sendo coletadas aliquotas de
1 mL nos tempos de reacao 0, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 90 e 120 minutos. No
segundo e terceiro experimentos, o mesmo procedimento foi repetido, porém
com os tempos de coleta de 0, 5, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 minutos. Nos ultimos
experimentos foram adotados tempos reduzidos para adequar melhor as
condicGes de uma estacao de tratamento de agua. Nessas estacfes a agua fica
em contato com o cloro ndo mais que 60 minutos. Apés a coleta da solugdo em

cada um dos tempos nos devidos vials, a analise semi-quantitativa foi realizada.
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4.3 Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas

As andlises semi-quantitativas da oxibenzona e seus subprodutos de
cloracdo foram realizadas por injecdo direta em um cromatografo liquido
UHPLC, modelo Nexera X2 (Shimadzu®), equipado com um amostrador
automatico (modelo SIL-30AC) e um sistema binario de bombas (modelo LC-
30AD), acoplado a espectrometro de massas do tipo triplo-quadrupolo, modelo
LCMS-8040 (Shimadzu®). Nenhuma separacdo cromatografica foi realizada. O
sistema de bomba e um injetor automatico foram utilizados para a ionizagédo
direta de amostra no electrospray (ESI) e andlise por espectrometria de massa.

Essa abordagem garante a injecdo de volumes exatos de amostras.

Como fase movel utilizou-se agua ultrapura e acetonitrila (grau HPLC),
ambos modificados com acido formico 0,1% (v/v) com intuito de melhorar a
visualizacdo do sinal no equipamento, a um fluxo de 0,2 mL/min isocratico 50%.

O tempo de analise foi de 5 minutos.

Foi feita a injecdo de 10 pL de amostra para a analise semi-quantitativa
da oxibenzona e uma segunda injecdo de 50 pL para a identificagcdo dos
subprodutos formados.

O LCMS-8040 (Shimadzu®) possui trés analisadores de massa em série:
um quadrupolo que faz a selecdo do ion precursor; uma célula de colisdo que
fragmenta o ion precursor selecionado no primeiro quadrupolo por dissociacao
induzida por colisdo (CID); e um segundo quadrupolo que seleciona os
fragmentos gerados na colisdo para a posterior deteccéo. Foi utilizada fonte de
ionizacao do tipo electrospray (ESI) com tenséo da interface de 4,5 kV no modo

de ionizacao positivo e de 3,5 kV no modo negativo.

A andlise de degradacdo da oxibenzona foi realizada em método MRM
(Monitoramento de reacdes multiplas). As relacdes massa/carga (m/z) dos ions
de transi¢do foram: 229,20>150,90; 229,20>104,95; 229,20>77,05. As anélises
de identificagdo dos subprodutos foram feitas no modo SCAN nos dois modos
de ionizagdo. Foram monitorados ions com relagdo m/z de 50 a 350.

As condicOes de operacao do espectrometro de massas para cada busca

(oxibenzona e subprodutos) foram: temperatura da linha de dessolvatagéo de
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230 °C; temperatura do bloco de aquecimento de 400 °C. Nitrogénio (N,) foi
usado como gas nebulizador (2 L/min) e gas de secagem aquecido (12 L/min).

Argobnio 5.0 foi usado como gas de dissociacao induzida por colisdo (CID).

4.4 Ensaio de Permeacdo Dérmica em Pele de Porco

O ensaio de permeacao dérmica foi realizado segundo o protocolo OECD
n°® 428 (Skin Absorption: in vitro method) com adaptac¢des. Este protocolo permite
a utilizacao de pele de porcos para esse tipo de estudo, uma vez que ha grande

similaridade dessa membrana com a pele humana (OECD, 2004).

4.4.1 Preparo da Pele

Para a realizacdo do teste, a pele da regido interna da orelha de trés
porcos foi utilizada. A pele foi obtida de animal sacrificado recentemente em
abatedouro local e mantida resfriada a 4 °C até o momento do preparo no dia
seguinte. Para tal, inicialmente as orelhas foram limpas com auxilio de agua
destilada e algodao. A pele foi separada da cartilagem e do tecido gorduroso
com a ajuda de tesoura e bisturi, acondicionada em plastico filme e congelada a

-20 °C para posterior utilizacao.

Na noite anterior a utilizacao, a pele foi retirada do freezer e mantida sob
refrigeracao a 4 °C até a manha posterior para descongelamento. No momento
do uso, a pele dos trés animais foi mantida em agua com pH 7,4 controlado por
acido cloridrico e hidréxido de sédio concentrados, a temperatura ambiente, por
30 minutos para reidratacdo. Os discos com area de 177 mm?2 foram entao
cortados e separados por animal para que cada réplica experimental utilizasse a
pele oriunda de animais diferentes. A integridade de cada membrana foi

verificada por inspecéo visual.

4.4.2 Ensaio de Permeacdo em Célula de Difuséo

O estudo da permeacéo dérmica da BP-3 e dos subprodutos formados
apos a cloracao foi realizado no equipamento de célula de difusao vertical

Hanson Research, modelo Phoenix RDS, composto por seis células individuais
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em banho termostatizado a 32°C e sob agitacdo constante de 350 rpm. A area
de difusédo foi de 177 mm2 e o volume do meio receptor foi de 22 mL. As células
foram separadas em trés grupos (duplicata) como se segue: Células 1 e 2 -
Branco quimico (Na2S203 e NaOCI); Células 3 e 4 - Controle oxibenzona sem
degradacdo; Células 5 e 6 - Subprodutos de degradacao da oxibenzona apés 30

minutos de tratamento.

Segundo o guia OECD, o qual preconiza a conduta dos estudos de
permeacdo dérmica, a escolha da solucdo utilizada deve ser compativel com a
preparacdo da pele e deve condizer com os parametros de solubilidade da
substancia em teste (OECD, 2004). Portanto, o meio receptor era composto de

agua a pH 7,4, uma vez que a solubilidade foi verificada.

Para cada célula, 1 mL dos meios doadores foi colocado diretamente
sobre a pele excisada. O experimento foi realizado em sistema estatico com dose
finita do meio doador. Os tempos de coleta foram de 0,5, 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 15,
22, 23 e 24 horas e o volume coletado foi de 1 mL. ApGs cada coleta, houve a
reposicdo com meio receptor para manutencéo das condi¢cdes do sistema. Apos
24 horas, o meio doador restante em cada célula foi coletado, a pele foi lavada
com 1 mL de agua a pH 7,4. O meio doador e o lavado também foram analisados
por espectrometria de massas para que se obtivesse uma estimativa da

absorcao conforme preconizado no protocolo OECD n°428.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliacdo da degradacdo da oxibenzona foi realizada apos injecéo
direta das solucbes sem e apOs o tratamento por cloragdo, utilizando a
intensidade absoluta do ion 150,90 (Figura 4). Conforme a metodologia de
Garcia e colaboradores (2011) que monitora a oxibenzona (m/z 229,0) por
LC/MS utilizando o ion m/z 150,90. O ion m/z 150,90 foi selecionado por ser o
mais intenso entre os analisados, sendo possivel sua deteccdo até mesmo em

menores concentragdes, como demonstrado na Figura 4.

Para Pilli e colabores (2021) o composto analisado teve uma resposta
proeminente no ion precursor protonado de 229,0 m/z. Este ion foi fragmentado
e 0 ion 151,2 teve maior proeminéncia de fragmentacao para a oxibenzona. No
estudo de Meinerling e Daniels (2006) também foi utilizado o ion de
fragmentacdo m/z 151,1 produto do ion m/z 229,0 por LC—-MS/MS para
quantificacdo da oxibenzona. Os ions m/z 77,05 e m/z 104,95 de intensidades
maiores, além do 150,90, também foram selecionados para identificacdo da
oxibenzona, Figura 4.

Figura 4: Espectro adquirido por espectrometria de massas no modo de aquisicdo MRM

(multiple reation mode) evidenciando os ions positivos da oxibenzona.

Inten (x10.000)

150,90

104,95

Fonte: (AUTORA, 2023).
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5.1 Degradacao da Oxibenzona

Com o intuito de obter uma melhor e mais concentrada formacao de
subprodutos de degradacdo a ser analisada por espectrometria de massas, as

concentracdes do NaOCI sdo diferentes em cada ensaio.

A degradacao foi avaliada pela diferenca de intensidade do ion 150,90 no
tempo 0, sem adicdo de NaOCI, e os demais tempos, apds 0 contato com o
hipoclorito. A média da porcentagem dessa degradacao para cada experimento
durante os tempos coletados em triplicata em cada um dos meios reacionais €
apresentada na Figura 5.

Figura 5: Grafico degradacgédo da oxibenzona por cloragéo, utilizando diferentes concentracdes
de NaOCI.

Média das triplicatas da degradacéo da oxibenzona 10 mg/L
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NaOCl/oxibenzona (1:1) - 10 mg/L de hipoclorito

Fonte: (AUTORA, 2023).

No experimento de degradacdo a relacdo cloro livre por carbono de
oxibenzona (3:1), foi possivel observar, entre os tempos 0 e 20 minutos, uma
maior degradacdo da oxibenzona pelo hipoclorito de sodio em relacdo aos
demais tempos, uma vez que a quantidade da oxibenzona restante foi de 50%.
Essa degradacéo mais efetiva pode ter ocorrido devido a maior concentragéo de

NaOCI em relacdo aos demais experimentos de degradacéo.

Entre estes mesmos tempos de 0 a 20 minutos, a média de degradacao
NaOCl/oxibenzona (3:1), indica degradagcéo da oxibenzona restando 61% do

composto e a curva da relagéo 1:1 apresenta uma menor degradagéo restando
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77% da oxibenzona. Este resultado pode ser consequéncia das concentragdes
de 30 mg/L e 10mg/L do hipoclorito de sédio. Aléem disso, estas doses menores
foram adotadas na tentativa de uma visualizacdo melhor da degradacdo da

oxibenzona e da formacéo de seus subprodutos.

No estudo de Zhang e colaboradores (2016) foram aplicadas diferentes
concentracdes de cloro livre pelo menos 10 vezes maiores que a concentracao
de BP-3 (1 mg/L) para avaliacao da influéncia das doses de cloro na cinética da
reacdo. A BP-3 foi rapidamente degradada pelo cloro e observou-se uma meia-
vida do composto entre 26 e 43 segundos com as doses de cloro aumentando
entre 3 e 5 mg/L. A degradac&o mais rapida da oxibenzona do que a degradacéao
apresentada no experimento deste trabalho, pode ter ocorrido devido as doses

superiores utilizadas pelos autores.

Dessa maneira, tem-se um indicativo de que a oxibenzona ou BP-3 pode
ser facilmente e rapidamente degradada pelo cloro. E possivel observar no
gréafico apresentado neste estudo que as concentracdes mais elevadas de cloro
degradam a oxibenzona com mais intensidade que concentragcdes mais baixas,

assim como exemplificado na literatura.

Em relacdo aos outros tempos apresentados no gréafico, a curva cloro
livre/carbono de oxibenzona (3:1) entre os tempos 20 e 60 min, ndo apresentou
grande variagdo da porcentagem de oxibenzona ndo degradada. Ja na
degradacdo sob a condicdo de relagcdo NaOCl/oxibenzona (3:1) até o tempo 50
min, ocorre um aumento consideravel e esperado da degradacao observado pelo
decaimento da quantidade de oxibenzona de 62% para 53%. Entretanto, do
tempo 50 para o tempo 60 minutos o grafico apresenta um aumento do
percentual do composto de 53% para 58%. Essa maior porcentagem do
composto restante em relacdo ao tempo anterior, pode indicar que ainda ha um
consumo do subproduto pelo cloro residual. Na curva de degradacao da relacéo
1:1, entre esse intervalo de tempo, a quantidade de oxibenzona restante caiu de
77% para 39%. Entretanto, no tempo de 40 minutos, é possivel observar um
aumento no percentual para 69%, esse aumento também pode indicar um

consumo do subproduto pelo cloro residual.
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Apenas no experimento de degradacédo, 3:1 cloro livre/carbono de
oxibenzona, foi avaliada a degradacdo com tempos superiores a 60 minutos e,

nesta, a quantidade restante do composto avaliado decaiu de 39% para 14%.

Em outras condicbes de degradacdo, a oxibenzona apresenta
degradacédo mais intensa. No experimento de Zhuang e colaboradores (2013)
com concentracdes até mesmo superiores de BP-3 em ambiente protegido da
luz, foi feita a reacdo da BP-3 a 5,0 mg/L com NaOCI a 1,4 mg/L. Os autores
verificaram uma rapida reacdo entre os componentes, a BP-3 foi consumida em
menos de 15 minutos. J& sob condi¢bes de auséncia da luz e pH elevados, outro
estudo sugere uma degradacdo mais intensa da BP-3 (DUIRK; BRIDENSTINE;
LESLIE, 2013).

5.2 Identificacdo de Subproduto de Degradacao

Na andlise no modo SCAN da LC-MS/MS pelo monitoramento dos ions
com relacdo m/z de 50 até 350 para os experimentos 1 e 2 de degradacao, ndo
foi possivel a visualizacdo de subprodutos de degradacdo no modo de ionizacéo
positivo e negativo. Dessa forma, ha um indicativo de que os subprodutos
realmente ndo foram formados. A auséncia de subprodutos nos dois primeiros
experimentos pode ter ocorrido porque o excesso de cloro pode ter degradado
até mesmo os subprodutos possivelmente formados. Por outro lado, também é
possivel que ocorra pouca formacdo de subproduto e o espectrdmetro de
massas nao foi capaz de detectar essa quantidade, pois a intensidade pode ter

sido abaixo do limite do equipamento.

As concentracdes de cloro em relacdo a oxibenzona utilizadas nos
experimentos 1 e 2 foram superiores as concentracdes do experimento 3, o qual
foi utilizado para visualizacdo do subproduto. Caso fossem feitos outros
experimentos a respeito da degradacédo da oxibenzona, seria interessante utilizar
uma concentracdo entre a concentracao do primeiro experimento de 30 mg/L de
hipoclorito de sbédio e 10 mg/L para que fosse possivel aproximar mais ainda

mais das condic¢des reais das estacdes de tratamento de agua.

Na analise do experimento 3 feito com a relacdo 1:1 de massa de
oxibenzona e NaOCI, no modo SCAN do LC-MS/MS, foi identificado subproduto

37



263 m/z no modo positivo de ionizagcdo que representa a oxibenzona
monoclorada. O indicativo da adicdo do cloro na estrutura da oxibenzona é a
relacdo da abundancia isotépica de 3:1. Zhang e colaboradores (2016)utilizam
essa mesma relacdo molar para justificar a adicdo do cloro na estrutura e os
autores propdem que uma substituicdo eletrofilica de um dos atomos de

hidrogénio pelo cloro formou o subproduto apresentado na Figura 6.

Figura 6: Estrutura da oxibenzona monoclorada.

O

HO 0
Cl  CHs

Fonte: (AUTORA, 2023).

O subproduto m/z 261,1 foi caracterizado por Zhang e colaboradores
(2016)por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas, porém, o
autor identifica o composto no modo negativo de ionizacdo. Além disso, ndo
foram detectados subprodutos no modo positivo. Neste estudo, foi identificada a
oxibenzona monoclorada de massa molar 262, a qual sua formacédo pode ser
justificada pela abundancia isotépica do cloro (Figura 8). O composto oxibenzona
monoclorada (262 g/mol), no modo positivo o composto ioniza ganhando ions e

no modo negativo, perde ions.

Neste mesmo estudo de Zhang e colaboradores (2016), os autores
utilizaram a concentragéo inicial de BP-3 de 1 mg/L e diferentes doses de cloro
livre para avaliar a cinética da reacdo. A BP3 monoclorada foi observada nos
primeiros 5 minutos de tratamento e o0 experimento avaliou 0 composto até um
pouco mais de 1000 minutos. Além disso, no estudo foram identificados outros
dois subprodutos, a BP-3 diclorada (295,1 m/z) e o 2,4,6-tricloro-3-metoxifenol
(225,0 m/z).
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Com base no perfil de formagdo do subproduto 263,10 m/z deste
experimento, o tempo zero nédo foi detectado, o composto aparece a partir do
tempo 20 minutos e a intensidade absoluta mais alta no tempo de 30 minutos,
dessa maneira, foi selecionado este tempo para analise. Apés este tempo, €
observado um decaimento e, no tempo de 60 minutos, ndo foi observado o ion
m/z 263,10. Isso pode indicar que o subproduto foi degradado pelo cloro. Além
disso, o subproduto em questao apresentou intensidades absolutas constantes

nos tempos em que foi identificado.

Através do espectro de massas mostrado na Figura 7, € possivel
visualizar a intensidade do ion da oxibenzona monoclorada no pico 263,10 m/z.
No tempo de 30 minutos ainda ha 63% do composto de acordo com o grafico de
degradacéao (Figura 5), o pico 229,15 m/z representado no espectro de massas
€ a oxibenzona a qual ainda néo foi totalmente degradada. Os demais picos sdo

ions do branco quimico e ndo representam subprodutos de degradacéo.

Figura 7: Espectro de massas obtido apés 30 minutos de tratamento.

Fonte: (AUTORA, 2023).

Zhuang e colaboradores (2013) identificaram a BP-3 orto e para
substituidas pelo cloro sob condi¢cbes de concentracdes mais elevadas de BP-3
em relacdo ao cloro. Entretanto, neste estudo e no estudo de Zhang e
colaboradores (2016) foi proposta apenas a oxibenzona monoclorada na posi¢céo
orto a hidroxila. O grupo hidroxila € um substituinte responsavel por ativar
fortemente nas posi¢cdes orto e para de anéis benzénicos. Aléem disso, a metoxila
€ um ativante moderado e orienta na posi¢cao orto, uma vez que a posicao para

ja estd ocupada. Ja a carbonila ligada ao anel benzénico ndo substituido da
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oxibenzona é um desativante moderado e orienta substituicdes na posicao meta.
Portanto, a posicdo mais estavel e favorecida para cloracdo no anel benzénico
substituido da oxibenzona, € na posicdo orto a hidroxila. Entretanto, outros
subprodutos clorados em outras posi¢cdes podem ser formados em outras
posicoes.

O espectro de massas da Figura 7 apresenta a relacéo isotopica do cloro,
entretanto, na Figura 8, tem-se uma melhor visualizacdo desta relacdo através
dos ions m/z 263,10 e m/z 265,10. O subproduto m/z 265,10 é o is6topo de cloro
menos abundante de massa 37 g/mol. Ja o ion m/z 263,10 representa o isétopo
de cloro de massa 35 g/mol. Isso justifica a intensidade do ion m/z 265,10 ser Vs
da intensidade do ion m/z 263,10.

Figura 8: Relacéo isotdpica no espectro de massas obtido apds 30 minutos de tratamento.

Inten.(x1.000.000)

263.10

2,00

Fonte: (AUTORA, 2023).

5.3 Experimento de Avaliacdo da Permeacédo Dérmica

5.3.1 Teste de Estabilidade

Anteriormente ao ensaio de permeacdo dérmica, foi verificada a
estabilidade da oxibenzona e de seu subproduto de degradacgéo (263,10 m/z) em
agua para garantir que esses seriam estaveis durante o tempo do ensaio. Na
avaliacdo semi-quantitativa da intensidade absoluta dos dois compostos,
identificou-se a variacdo de 3,4% para a oxibenzona e de 4,8% para o
subproduto apés as 48 horas do fim do experimento. Essa variacdo € menor que

10% e, de acordo com a OECD (2004), é aceitavel, representando que os dois
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compostos sdo estaveis em agua. Dessa forma, € possivel avaliar a permeacéo

sem interferéncia de degradac&o do composto na solucéao.

5.3.2 Difusao de Células

Neste experimento ndo foi observada a oxibenzona e seu subproduto no
compartimento receptor nas analises semi-quantitativas posteriores. J& no

compartimento doador e na lavagem foram identificados os compostos.

A intensidade do ion m/z 229,15 inicial de oxibenzona sem tratamento
(tempo 0) e apos cloracao (tempo 30) e do subproduto no tempo 30 minutos foi
considerado como 100%. Este valor foi utilizado com intuito de comparacgéo das
intensidades dos ions nos compartimentos doador, receptor e na lavagem

durante o experimento que foram representados como porcentagem relativa.

Uma vez que néo foi observado o composto no compartimento receptor,
€ possivel que os compostos tenham ficado retidos na pele do porco ou
permanecido no compartimento doador. Deste modo, foram feitas as analises
dos dois compartimentos e da lavagem para determinar essa quantidade em

relacéo a injecao inicial.

Para calcular a quantidade de subproduto retida na propria membrana da
pele do porco, subtraiu-se o valor da quantidade inicial do subproduto (100%) da
soma das quantidades restantes do composto no compartimento doador e da

lavagem. Conforme a equacgéo 1.

% inicial — % receptor + (% doador + % lavagem) = % retida na pele

100% — 0% + (8,8% + 4%) = 87,2 %

(1)

O mesmo calculo foi realizado para determinar a quantidade de
oxibenzona sem tratamento retida na membrana do porco. Conforme a equagéo
2.

% inicial — % receptor + (% doador + % lavagem) = % retida na pele

100% — 0% + (11,4% + 13,4%) = 71,8%

(2)

A equacdo 3 apresenta este célculo para determinar a quantidade de

oxibenzona apos cloragéo retida na membrana do porco.

41



% inicial — % receptor + (% doador + % lavagem) = % retida na pele

3)
100% — 0% + (14,8% +3,1%) = 85,6 %
Os valores das porcentagens da oxibenzona nédo degradada (tempo 0),
oxibenzona degradada (tempo 30) e do subproduto detectado no tempo 30
minutos, estéo descritas na Tabela 3 em cada um dos compartimentos da célula

e da lavagem.

Tabela 3: Quantidades de oxibenzona e de seu subproduto na difuséo de células.

Tempo O Tempo 30
Oxibenzona sem tratamento Oxibenzona apds cloracdo Subproduto
% Receptor 0 0 0
% Doador 11,4 14,8 8,8
% Lavagem 3,1 13,4 4
% Restante + lavagem 14,4 28,2 12,8
% Retida na pele 85,6 71,8 87,2

Fonte: (AUTORA, 2023).

A retencéo dos compostos na pele do porco pode ser explicada devido a
sua lipossolubilidade. Segundo Balmer e colaboradores (2005), o baixo log Kow
influencia no carater lipofilico da BP-3 e, consequentemente, na interagdo com

a membrana da pele.

Os logs de Kow foram calculados teoricamente para a oxibenzona e para
a oxibenzona monoclorada pelo programa Chemdraw. Os valores encontrados
para a oxibenzona foram de 2,73 e para o subproduto de 3,29. Esse aumento do
log de Kow do subproduto em relacdo a oxibenzona, pode indicar um maior
carater lipofilico do subproduto e apresentar maior afinidade pelo estrato cérneo

da membrana da pele.

Dessa maneira, tem-se um indicativo da possibilidade de o composto
também ficar retido na pele humana, uma vez que essa tem composicao similar
a pele de porcos. Rosenberg e colaboradores (2021) mostram no estudo de
comparacao da membrana do animal com a humana, uma variagao baixa entre
a espessura da derme e epiderme do porco e do ser humano. Ademais, 0s
autores encontraram mais de 100 tipos de componentes em comum na pele

humana e de porcos como fosfolipideos, colesterol e diacilglicerois.
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Na Figura 9, é possivel observar que na barreira mais externa da pele
humana, o estrato corneo, o qual tem funcdo de controle da perda de agua do
corpo, bem como, controle de substancias que possam penetrar na pele. Esse €
composto por lipideos (VAN SMEDEN; BOUWSTRA, 2016), os quais tem
composicado similar aos lipideos da pele de porcos (ROSENBERG et al., 2021).
Uma vez que uma substancia é capaz de passar pelo estrato cérneo e chegar
na derme, a qual € uma regido vascularizada, esta substancia pode chegar a
circulacdo sanguinea e ter uma absorcéo sistémica (HAZAMA et al., 2016). O
compartimento receptor deste estudo simula a circulacdo sanguinea devido ao
seu pH igual ao pH sanguineo. Dessa maneira, como 0s compostos analisados
nao foram detectados no compartimento receptor, tem-se um indicativo de que
esses ficaram no extrato corneo da membrana do porco e ndo chegaram aos
capilares da derme e a circulagcdo sanguinea.

Figura 9: Corte transversal da organizacgéo lipidica da pele humana (a) Zoom no tecido. (b)

Simulacéo de substéancias entrando na barreira mais externa da pele, o estrato cérneo.
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Para uma analise com intuito de comprovacao da retencao do subproduto
na pele, deveria ser feita uma trituracéo e extracado da pele para avaliacdo semi-

guantitativa.

Embora, neste estudo a oxibenzona nao tenha passado pela membrana
da pele do porco, estudos de difusdo de células utilizando a pele humana
mostram uma quantidade de 0,4% a 1,6% no compartimento receptor (GU et al.,
2005a). O estudo apresentado também utilizou um sistema automatico de

difusdo transdérmica para o ensaio e avaliou o composto durante 6 horas.
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Em outro estudo deste autor, os pesquisadores utilizaram surfactante no
compartimento receptor, o que pode ter contribuido com melhores analises, pois
o surfactante contribui com a melhor solubilidade do composto. O estudo indicou
uma absor¢ao de cerca de 0,3% da oxibenzona. Além disso, este estudo mostra
gue a combinacdo do filtro solar com outros produtos como repelentes pode

aumentar a absorcao da oxibenzona pela pele (GU et al., 2005b).

Pesquisadores compararam permeacdo com membrana de porco em
veiculos diferentes veiculos utilizados em formulagbes de protetores solares
como PEG-400, propileno glicol e etanol. O filtro solar veiculado ao PEG-400
apresentou menor absorcdo na membrana (GU et al., 2004). A avaliacdo dos
veiculos dos compostos também € interessante pois, como apresentado, a
absorcado pode variar com as diferentes formulac6es. Diante desses estudos, é
possivel verificar que existem mais estudos de permeacdo dérmica para
avaliacdo da oxibenzona. Além dos apresentados, estudos mais antigos como
de Hagedorn-Leweke; Lippold (1995) identificaram a absorcdo da oxibenzona

em pele humana.

Entretanto, ainda sdo necessarios mais estudos de permeacdo dérmica
do subproduto sugerido neste estudo, pois a oxibenzona monoclorada pode ter
propriedades fisico-quimicas similares ao precursor. Isso pode ser justificado
pela mudanca da molécula apenas da substituicdo do hidrogénio pelo cloro e da
quantidade de retencdo semelhante dos compostos na membrana da pele do

porco.

Complementar a isso, mais estudos sobre a toxicidade desses compostos
também s&o necessarios. Uma vez que, Hayden, Roberts e Benson (1997),
mostram em seu estudo absorgéo sistémica da oxibenzona e alguns de seus
metabdlitos, uma vez que os detectaram na urina e no leite materno de
voluntarios. Alteracdes hepaticas em zebra fish causadas pela exposicdo a
oxibenzona ja foram detectadas (ZHANG et al., 2021). Disfun¢cdes em vias
hormonais no mesmo modelo animal também ja foram
identificadas(BLUTHGEN; ZUCCHI; FENT, 2012). Além de metabdlitos da

benzofenona-3 apresentarem genotoxicidade in vitro (ZHANG et al., 2021).

A toxicidade a longo prazo de compostos presentes em protetores solares

ainda foi pouco estuda (GU et al.,, 2004). Ademais, a oxibenzona vem
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impactando o meio ambiente como apresentado em estudos em diversos paises
(BALMER et al., 2005; DOWNS et al., 2022; KASPRZYK-HORDERN;
DINSDALE; GUWY, 2009; LI et al., 2007). Isso pode favorecer a formacao de
subprodutos do composto e impactar na saude humana.

Dessa forma, este estudo sugere que a oxibenzona e seus subprodutos
de cloracdo deveriam ser incluidos no Anexo 7 do Anexo XX da Portaria de
Consolidacdo n°® 5, que trata do padrdo de potabilidade para substancias

quimicas que representam risco a saude.
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6 CONCLUSAO

A oxibenzona é degradada pelo cloro e pode formar subprodutos como a
oxibenzona monoclorada detectada neste estudo. Concentracdes mais baixas
de cloro contribuiram para a melhor deteccdo do sinal do subproduto da
oxibenzona por LC-MS/MS. Tanto a oxibenzona, quanto seu subproduto ndo
ultrapassaram a membrana da pele do porco, mas ficaram retidos nela.
Entretanto, para uma melhor avaliacdo deste acumulo, sdo necessarios mais
estudos. No projeto que inclui esse trabalho ainda serao feitos estudos in vivo no
modelo zebra fish para uma melhor avaliagdo do potencial toxico crénico e agudo

dos subprodutos de cloracdo da oxibenzona.

A partir dos experimentos de degradacéo pelo cloro que mostram que a
oxibenzona ndo é totalmente degradada pelas concentracfes utilizadas em
estacbes de tratamento de agua do desinfetante e do acimulo dos compostos
observados na membrana da pele do porco potencialmente toxicos, se torna
interessante incluir os compostos deste estudo na lista de substancias

monitoradas.
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