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Avaliacao da genotoxicidade de triclosan e triclocarban
usando ensaio com Allium cepa

Evaluation of genotoxic effects of triclosan and
triclocarban by using the Allium cepa assay

RESUMO

O Brasil estd entre os 4 paises que mais consomem produtos de higiene pessoal €
cosméticos. Devido a alta demanda hd um crescente aumento de novos produtos parz
atrair os consumidores e uma gama de residuos sdo langados em matrizes ambientais. C
triclosan (TCS) e o triclocarban (TCC) sdo contaminantes emergentes pertencentes a classe
das bifenilas policloradas e devido sua a¢do biocida e fungicida sdo amplamente utilizados
na industria como agentes conservantes. O objetivo do presente estudo foi avaliar c
potencial genotdxico e mutagénico do triclosan e triclocarban usando ensaio com Alliurr
cepa (cebola). A metodologia utilizada foi descrita por Guerra e Souza (2002), corr
modificagBes. Triclosan e triclocarban foram avaliados em concentragdes ambientais (TCS
2,5ugLteTCC6,3 ug -1, ambos apresentaram potencial genotdxico.

PALAVRAS-CHAVE: Contaminantes emergentes. Ecotoxicidade. DNA.

ABSTRACT

Brazil is among the 4 countries that most consume toiletries and cosmetics. Due to the
high demand there is a growing increase of new products to attract consumers and ¢
range of waste are thrown into environmental matrices. Triclosan (TCS) and triclocarbar
(TCC) are emerging contaminants belonging to the polychlorinated biphenyl class and due
to their biocidal and fungicidal action are widely used in the industry as preservatives
[TCC and TCS emerging contaminants, environmental concentration range, prod hygiene
personal, biocides / preservatives; genotoxic potential] The aim of the present study was
to evaluate the genotoxic and mutagenic potential of triclosan and triclocarban using
Allium cepa (onion) assay. The methodology used was described by Guerra and Souze
(2002), with modifications. Triclosan and triclocarban were evaluated at environmenta
concentrations (TCS 2.5 pg LY and TCC 6.3 pg L%, both had genotoxic potential.

KEYWORDS: Emerging contaminants. Ecotoxicity. DNA
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INTRODUCAO

Segundo a Associacdo Brasileira da Industria de Higiene Pessoal Perfumaria e
Cosmeéticos (ABIHPEC) o Brasil ocupa o 42 lugar no ranking mundial de consumo
de produtos de higiene pessoal e cosméticos. O setor estd em constante
crescimento e a cada dia surgem novos produtos para atrair ainda mais o
consumidor [1]. Devido a esse crescimento ocorre também um aumento na
guantidade de substancias presentes em fdrmacos, cosméticos e produtos de
higiene pessoal lancados no meio ambiente e faz-se necessarios estudos de
gualidade ambiental e monitoramento para apresentar informacdes relacionadas
aos impactos que essas substancias oferecem ao meio ambiente.

O Triclosan (TCS) e o Triclocarban (TCC) sdo substdncias pertencentes a
classe da bifenilas policloradas (PCB’s), séo amplamente utilizadas em produtos
de higiene pessoal e cosméticos devido sua agao fungicida e bactericida. O TCS,
também conhecido como 5-Cloro-2-(2,4-diclorofenoxi)fenol, é classificado como
um hidrocarboneto aromatico halogenado contendo grupos fenol, eter difenilico
e policlorados funcionais (Figura 1) [2] e [3], que age interrompendo a funcdo da
membrana celular bacteriana, a sintese de lipideos e fosfolipideos [4].

Figura 1. Estrutura 3D do Triclosan

Fonte: National Center for Biotechnology Information

O TCC, também conhecido como 3-(4-Clorofenil)-1-(3,4-diclorofenil)ureia
(Figura 2) possui acdo semelhante ao TCS e assim como ele, em 2017 foi banido
dos produtos de higiene pessoal pela FDA, sendo necessaria a revisdo dos
produtos antes de chegarem ao mercado [5] e [6].

Figura 2. Estrutura 3D do Triclocarban

Fonte: National Center for Biotechnology Information

Devido a presenca de triclosan e triclocarban em matrizes ambientais e a
escassez de estudos relacionados aos efeitos desses compostos no ambiente, o
objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos genotdxicos e mutagénicos do
TCS e TCC utilizando o ensaio com A. cepa.
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METODOLOGIA

Os agentes teste utilizados foram triclosan e triclocarban (padrdo
farmacéutico secundario — Sigma-Aldrich). Devido a baixa solubilidade em agua,
as solugbes-estoque foram preparadas utilizado dimetil sulféxido (DMSO) para a
solubilizacdo (200 mg L para TCS e 400 mg L para TCC). As solucdes estoque
foram mantidas em geladeira em frasco ambar para evitar a degradacdo dos
compostos. As concentragées utilizadas nos ensaios com A. cepa corresponderam
a concentra¢des ambientais descritas na literatura TCS 2,5 pug L™ [7] e TCC 6,3 pg
L1 [8].

Para o ensaio foi utilizada a metodologia descrita por Guerra e Souza (2002)
[9] com modificagcdes. Foram utilizadas sementes comerciais da espécie Baia
Periforme, da marca ISLA PAK, com indice de germinacdo de 94%, livre de
defensivos. As sementes (18 sementes) foram distribuidas em placas de Petri,
sobre papel-filtro embebido com as solugdes de TCS e TCC (5mL), com &agua
processada por osmose reversa (controle negativo) e solugdo com 0,03% de
DMSO (controle de solvente). As placas foram envolvidas com papel filme e
incubadas em B.0.D a 25°C até que as raizes atingissem aproximadamente 2 cm
de comprimento. Apds o periodo de crescimento as raizes foram coletadas com o
auxilio de uma pinca e fixadas em Carnoy 3:1 recém preparado (3 partes de
alcool para 1 de acido acético) por 6 h em temperatura ambiente. Em seguida as
raizes foram lavadas com agua de osmose por 5 min em trés repeticOes, e
transferidos para frascos contendo HCl 1 N previamente estabilizados em banho-
maria a 60°C, a hidrélise foi interrompida apds 9 min com o auxilio de agua de
osmose. Apds a lavagem as raizes foram transferidas para frascos ambar
contendo reativo de Schiff por 2 horas em local escuro. Sobre uma lamina limpa e
identificada foi colocada uma raiz e com o auxilio de uma navalha cortou-se a
regido meristematica (extremidade da raiz), o restante da raiz foi descartado,
adicionou-se uma gota de carmim acético 2% sobre a regido meristematica e
cobriu-a com uma laminula previamente limpa, foram confeccionadas 10 laminas
por tratamento. A fixacdo das laminas foi realizada utilizando nitrogénio liquido,
as laminas foram mergulhadas por 15 segundos e com o auxilio de uma gilete
retirou-se a laminula. As laminas foram deixadas em temperatura ambiente para
secar, apds a secagem foi colocado sobre a lamina uma gota de bdlsamo do
Canada, a lamina foi recoberta com uma laminula previamente limpa e deixou-se
secar por 24 h.

A analise das laminas foi realizada utilizando microscépio de luz com a
objetiva de 40x, com o auxilio de um contador foram analisadas 500 células por
[dmina, resultando em 5000 células por tratamento. Inicialmente foi
contabilizado o numero total de células; em seguida foi identificado e
contabilizado as células em intérfase e em processo de divisdo celular mitética e
por fim foram identificadas e contabilizadas células portadoras de anomalias.

Para o calculo da porcentagem do indice mitético foram contabilizadas as
células em divisao e foi feita uma relacdo entre o nimero de células em divisdo
(NCD) e o niumero de células observadas (NCO), como mostra a equacao (1).
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s =NED oo (1)
NCO

O mesmo foi feito para o cdlculo do efeito clastogénico, efeito aneugénico e
micronucleo. Para o efeito clastogénico, descrito na equacao (2), foram somados
o numero de células que apresentaram quebra e/ou ponte cromossdmica e foi
feita a relacdo de células que apresentaram dano por numero de células
observadas.

EC = unebraeponte 100 (2)
NCO

Para o efeito aneugénico, descrito na equacgdo (3), foram somados o numero

de células que apresentaram dano aneugénico devido a perda, atraso, aderéncia

ou broto e foi feita a relacdo de células que apresentaram dano por nimero de
células observadas.

cDA4
EA= 2 x100 (3)
NCO

E para o cdlculo do indice mutagénico foram contabilizadas as células com
micronucleos e feita a relacdo por numero de células observadas, descrito na
equacao (4).

NMN (4)

IMut = x100

RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados observados apds a avaliacdo da genotoxicidade do TCS e TCC
encontram-se na tabela 1. A figura 3 ilustra alguns danos encontrados durante a
andlise.

Tabela 1. indice mitético (IM), efeito clastogénico (EC), efeito aneugénico (EA) e
micronucleo (MN) analisados em raizes meristematicas de Allium cepa.

AMOSTRA IM (%) EC EA MN
Controle negativo 20,27 + 6,08 0,28+0,59 0,80+0,64 0,00+0,31
DMSO 0,03% 22,74+ 7,11 0,19+0,25 0,29+0,46 0,00+0,27
TCS 38,50+ 10,10 0,68 0,87 0,99+0,57 0,08 +£0,26
TCC 41,17 + 4,89 0,80+0,87 1,21+0,54 0,44+ 1,64

Fonte: Autoria propria

As amostras apresentaram variagao significativa das médias com relagdo ao

controle negativo segundo o teste estatistico de Kruskal-Wallis (P<0,05) para o
indice mitético, efeito clastogénico e efeito aneugénico. As amostras nao
apresentaram variacao significativa das médias com relacdo ao controle negativo
segundo o teste estatistico Kruskal-Wallis para a analise de microntcleos.
O indice mitético nos mostra o numero de células em divisdo e serve como
parametro para avaliacdo citotéxica dos compostos, a desregulacdo da
proliferacdo celular leva a erros na transcricdo e sintese do DNA, é possivel
observar o potencial citotdxico do TCC e do TCS.
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O efeito clastogénico estd relacionado a anormalidades que mudam a
estrutura dos cromossomos, sem alterar a quantidade de cromossomos. Dentre
os efeitos clastogénicos podemos destacar pontes cromossomicas e quebras
cromossomicas. O efeito aneugénico esta relacionado com anormalidades que
alteram a quantidade de cromossomos, como perda, brotos, atrasos e aderéncias.
Os danos clastogénicos e aneugénicos podem levar a formacdo de micronucleos,
dessa forma um aumento no efeito clastogénico e aneugénco causado por um
contaminante pode levar a um aumento no seu potencial mutagénico.

Figura 3. Células meristematicas da raiz de Allium cepa. a. Interfase normal; al.
Interfase com micronucleo; b. Préfase normal; c. Metafase normal; c1. Metafase com
perda cromossOmica; d. Anafase normal; d1. Anafase com atraso; d2. Anafase com ponte
cromossOmica; d3. Anafase com quebra cromossémica; e. Teléfase normal

Fonte: Autoria propria

CONCLUSOES

Através do estudo realizado foi possivel observar uma variacdo significativa
com relacdo ao controle negativo para indice mitético do TSC 2,5 ug L™ e TCC 6,3
pug L1, sendo que o TCC apresentou o maior indice mitdtico. Os efeitos
aneugénicos e clastogénicos dos compostos estudados também apresentaram
variacdo significativa com relacdo ao controle negativo, indicando o potencial
genotoéxico do TCS e TCC. Os compostos estudados ndo apresentaram potencial
mutagénico de acordo com a andlise de microntcleos encontrados em células
meristematicas de A. cepa.
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