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Avaliacao da genotoxicidade do triclocarban usando o
ensaio cometa em Daphnia magna
Evaluation of genotoxic effects of triclocarban by using
comet assay in Daphnia magna
RESUMO
22222 tczesaL(’;’:r‘;':ﬂoczom O triclocarban (TCC) é um contaminante emergente presente em diversos produtos de
Universidade Tg;nolbgica Federal higiene pessoal, como sabonetes, xampus, cremes, etc. O uso destes produtos gera um
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Afreitas_27@yahoo.com.br genotodxico do poluente prioritario TCC através do ensaio cometa com Daphnia magna. O
Universidade Tecnoldgica Federal ensaio cometa foi realizado segundo metodologia descrita por Singh, com modificacbes.
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Os neonatos foram expostos por 48 h a solugdo de TCC (6,3 pug L), controle negativo

(dgua de diluicdo) e controle de solvente (DMSO 0,03%). Os organismos foram
homogeneizados, transferidos para laminas e foi realizada a eletroforese alcalina. As
laminas foram analisadas em microscépio de epifluorescéncia em relagdo ao nivel dos
danos no DNA. As analises estatisticas, ndo revelaram efeito significativo da amostra de
TCC em relagdo ao controle. Porém, os escores obtidos para o TCC e DMSO foram maiores
do que do controle negativo.
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from ng L~ and pg L. The aim of the present study was to evaluate the genotoxic
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potential of the TCC priority pollutant using comet assay with Daphnia magna. The comet
assay was performed according to the methodology described by Singh, with
modifications. Newborns were exposed for 48 h to TCC solution (6,3 pg L'l), negative
control (dilution water) and solvent control (DMSO 0,03%). The organisms was
homogenized and transferred to slides. Afterwards, alkaline electrophoresis is performed.
The slides were analyzed by epifluorescence microscope for the level of DNA damage.
Statistical analyzes did not reveal significant effect of TCC in relation to control. However,
the scores obtained for TCC and DMSO were higher than the negative control.
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INTRODUCAO

A crescente demanda por novos compostos com diferentes funcdes e o
consequente aporte destas substancias nas matrizes ambientais fez com que uma
nova classe de contaminantes surgisse, os contaminantes emergentes. Alguns
dos contaminantes emergentes sdo encontrados em produtos de higiene pessoal
(PCPs) utilizados diariamente pela populacdo dentre eles pastas de dentes,
sabonetes e cosméticos em geral.

O triclocarban (TCC, Figura 1) é uma bifenila policlorada presente em
produtos de higiene pessoal, como sabonetes, cremes, etc. Também presente em
diversos farmacos devido a sua acdo biocida, atuando no combate de bactérias e
fungos, sendo usado principalmente como conservante.

Figura 1 — Molécula de triclocarban.
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Fonte: Do préprio autor.

Diversos estudos destacam a presenga do TCC em diversas matrizes
ambientais. No ambiente aqudtico esse composto é frequentemente encontrado
em rios e sedimentos, principalmente préoximo a ambientes urbanos, onde a sua
concentragdo varia de ng Le Ug L™

O TCC causa preocupacdo em relacdo aos produtos da sua degradacdo
podendo gerar clorobenzenos e cloroanilinas. Esses compostos, mesmo em
baixas concentracdes, podem causar interferéncia endrdcrina, gerando
problemas de desenvolvimento metabolismo, comportamento e afetando taxas
de reproducdo dos organismos expostos.

Estudos ecotoxicoldgicos tém sido utilizados para verificar efeitos téxicos em
organismos aqudticos. A Daphnia magna, microcrustaceo com reproducao
assexuada e sensivel a uma grande gama de substancias tdxicas € um exemplo
destes organismos. Essa avaliacdo pode ser realizada através da realizacdo de
bioensaios utilizando andlises de biomarcadores.

Zagatto (2006, p. 464) define biomarcadores como “[...] respostas
bioquimicas, fisiolégicas ou parametros morfoldgicos alterados, causados pela
exposicdo de um organismo a uma determinada substdncia possivelmente
toxica”.

O ensaio cometa é um biomarcador genético, rdpido e sensivel, que visa
detectar danos no DNA de células individuais expostas a agentes genotodxicos.
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O objetivo do presente trabalho é analisar a genotoxicidade do composto
triclocarban utilizando o ensaio cometa como biomarcador genético expondo
neonatos de D. magna em sua maior concentracdo ambiental encontrada na
literatura.

MATERIAIS E METODOS

CULTIVO E MANEJO DE Daphnia magna

O cultivo de D. magna foi mantido segundo a norma NBR 12713/2016. Os
neonatos das culturas-estoque de D. magna foram cultivados em grupos de 50
individuos por béquer (2.000 mL) contendo aproximadamente 2 litros de agua de
cultivo (meio de cultivo M4), preparado e mantido no Laboratério de
Ecotoxicologia da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana.

Os lotes foram mantidos em cadmara de incubacdo, tipo BOD, com controle
de temperatura (20 °C % 2 °C), com luminosidade de 1.000 lux e fotoperiodo de
16 horas de luz. A alimentagdo foi realizada diariamente com uma suspensao de
células de alga da espécie Desmodesmus subspicatus, na concentragdo de 5x10°
células de alga por Daphnia, aproximadamente 0,25 mL de suspensdo por
organismo, uma vez ao dia.

ENSAIO COMETA COM Daphnia magna

O ensaio cometa foi realizado expondo 30 neonatos de D. magna em
duplicata por 48 horas a solugdo de triclocarban na concentracdo ambiental
(6,3 pg L), ao controle negativo (dgua de diluicdo), controle de solvente
(DMSO 0,03%) e o perdxido de hidrogénio (H,0,, 20 pg L™) que foi testado como
controle positivo.

A técnica utilizada para o ensaio cometa foi descrita por Singh et al. (1988),
com altera¢Oes. Apds o tempo de exposicao, 30 neonatos de cada amostra foram
homogeneizados utilizando um homogeneizador rotativo de tecidos em
microtubos de centrifugacdo contendo 200 puL de tampdo PBS
(pH 7,4). Através da homogeneizacdo obtém-se a suspensao celular.

Em microtubos limpos, foram adicionados 80 pL de agarose de baixo ponto
de fusdo (LMP) 0,05% e 30 pL de suspensdo celular. A suspensao foi adicionada
sobre as laminas previamente cobertas com agarose 1,5%, recobertas com uma
laminula e acondicionadas na geladeira (4 °C) por 25 minutos. Para cada
concentracdo testada, foram obtidas seis laminas.

Em seguida, foram retiradas as laminulas e as laminas foram mantidas em
solucdo de lise (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA e 10 mM Tris) em uma cubeta e
acondicionada na geladeira (4 °C) durante dois dias para a remocdo dos
conteudos celulares e exposicdo do material genético.
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As laminas foram retiradas da cubeta cuidadosamente e colocadas em uma
cuba de eletroforese e imersas em uma solucdo tampdo de eletroforese
(NaOH 300 mM e EDTA 200 mM) pH > 13. Apds a adicdo da solucdo tampao, as
[daminas permaneceram por 30 minutos. Passados os 30 minutos, foi realizada a
corrida eletroforética por 35 minutos, a 25 V e 300 mA, para ocorrer a migracao
do material genético. Todo o procedimento foi realizado com a auséncia de luz.

Apbs a eletroforese as [aminas foram neutralizadas com solucdo tampao Tris
(pH 7,5) e fixadas com etanol para posterior analise.

A andlise foi realizada em microscépio de epifluorescéncia LEICA DMLS, com
aumento de 400x. Foram utilizados 25 L de brometo de etidio (20 puL mL™) sob
as laminas como corante para a andlise.

A quantificagdo dos danos foi realizada visualmente, com a analise de 100
nucledides por lamina e atribuidos escores a esses danos (Figura 2).

Figura 2 — Classificacdo dos escores dos danos ao material genético.

Score 0 Score 1 Score 3 Score 4

Fonte: Silva (2012).

Apds quantificacdo de danos de todas as laminas foi realizado o calculo do
score de cada lamina (Equacdo 1).

SCORE = (1xny) +(2x%xny)+ (BXn3)+ (4%Xny,) (1)

Onde, n; an, é o nUmero de cometas em cada uma das classes 1 a 4. Apds a
contabilizacdo dos scores foi realizada analise estatistica de Kruskal-Wallis com
auxilio do programa BioEstat® 5.0 para verificar as diferencas significativas entre
os grupos estudados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O ensaio cometa tem um importante papel na avaliacao da genotoxicidade,
pois se trata de um ensaio capaz de detectar danos e quebras na molécula de
DNA provocados por compostos.

Com o calculo dos escores, foi obtida a mediana de cada grupo exposto. Os
escores de cada lamina analisada e respectiva mediana das amostras estao
apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Escores (por lamina analisada) e mediana de cada amostra.

Amostras Escores Mediana
Controle (-) 65 56 53 60 63 60 60,00
TCC 59 59 58 63 69 72 61,00
DMSO 72 61 67 51 66 68 66,50

Controle (+) 64 48 57 59 71 62 60,50

Fonte: do prdprio autor.

A partir do teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, que é utilizado para
comparar duas ou mais amostras independentes de tamanhos iguais ou
diferentes. As amostras de triclocarban utilizando sua concentragdo ambiental de
6,3 ug L™ e do controle de solvente (DMSO 0,03%) n3o apresentaram efeito
significativo em relagdo ao controle negativo (p < 0,05), as medianas sdao
apresentadas na figura 3 a partir de um grafico Box-plot.

Figura 3 — Grafico dos escores dos danos ao DNA em D. magna para o
controle negativo, triclocarban, controle de solvente (DMSO) e controle positivo.
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Fonte: do préprio autor.

Porém, ao analisar os escores e as medianas, o TCC e o DMSO apresentaram
valores maiores em relagao ao controle negativo.

O peroxido de hidrogénio (H,0,) é utilizado como controle positivo em
ensaio cometa expondo raizes de propagulos de Rhizophora mangle, e neste
estudo foi testado como controle positivo expondo neonatos de D. magna. O uso
do peréxido de hidrogénio (20 pg L) como controle positivo para o ensaio
cometa utilizando D. magna ndo se mostrou eficiente. Através do teste nao
paramétrico Kruskal-Wallis a amostra de peréxido de hidrogénio ndo apresentou
efeito significativo em relacdo ao controle negativo (p < 0,05).
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CONCLUSAO

No presente estudo, através do ensaio cometa utilizando a eletroforese
alcalina, o composto triclocarban ndo apresentou efeito significativo utilizando o
teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis em sua concentracdo ambiental (6,3 pg L),
assim como o controle de solvente (DMSO 0,03%). A utilizacdo do perdxido de
hidrogénio (20 pg L™) como controle positivo para o ensaio cometa utilizando
Daphnia magna ndo se mostrou eficiente.
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