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Avaliagao da Ecotoxicidade e Genotoxicidade do
Carbendazim em Daphnia magna

Carbendazim Ecotoxicity and Genotoxicity evaluation in
Daphnia magna

RESUMO

O Carbendazim é um fungicida sistémico pertencente ao grupo dos benzimidazdis. Pode
ser considerado um poluente persistente em solos e 4dguas, dependendo das
caracteristicas destes ambientes. Ja foi detectada a presenca do Carbendazim em aguas
superficiais com concentragGes que variavam de 0,2 a 200 p.g-L'l. Estudos comprovam os
efeitos téxicos do Carbendazim nos estagios iniciais de desenvolvimento de peixes, sendo
que alguns evidenciam danos no DNA das células e problemas na reproducdo da D.
magna. O objetivo deste estudo é avaliar a ecotoxicidade e a genotoxicidade do
Carbendazim no organismo representativo Daphnia magna através do teste de
ecotoxicidade aguda e do biomarcador de genotoxicidade ensaio cometa. A ecotoxicidade
foi avaliada de acordo com a Norma Brasileira NBR 12713 (2016) em que se determinou a
CEg, 259,88 + 19,79 ug-L'1 e as concentragdes subletais. Posteriormente realizou-se a
analise do biomarcador ensaio cometa com a média de concentra¢des encontradas em
ambientes aquaticos (11,4 pg-L™) e a concentragio permitida para consumo humano
(120 ug-L'l). Observou-se que os danos no material genético encontrados na concentragdo
de 120 ug-L'1 foram estatisticamente diferentes do grupo controle. Portanto, foi verificado
que o composto possui elevada ecotoxicidade e também genotoxicidade para Daphnia
magna.

PALAVRAS-CHAVE: Ensaio cometa. Ecotoxicidade aguda. Carbendazim.

ABSTRACT

Carbendazim is a systemic fungicide that belongs to the benzimidazole group. It can be
considered a persistent pollutant in soils and waters, depending on the characteristics of
these environments. Carbendazim has already been detected in surface waters with
concentrations ranging from 0.2 to 200 ug-L‘l. Studies prove the toxic effects of
carbendazim in the beginning stages of fish development, some showing damage to cell
DNA and reproduction problems of D. magna. The aim of this study is to evaluate the
ecotoxicity and genotoxicity of carbendazim in the representative organism Daphnia
magna through the acute ecotoxicity test and comet assay biomarker. Ecotoxicity was
evaluated according to Brazilian Standard NBR 12713 (2016) wherein determined the ECsq
259.88 + 19.79 ug'L’1 and sublethal concentrations. Subsequently, the analysis of the
biomarker comet assay was performed with the average concentrations found in aquatic
environments (11.4 ug-L'l) and the allowed concentration for human consumption
(120 ug-L'l). No genetic material at the concentration of 120 ug-L'1 was statistically
different from the control group. Therefore, it was found that the compound has high
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ecotoxicity and ag,gé)”gqgotoxicity to Daphnia magna.

KEYWORDS: Comet assay. Acute ecotoxicity. Carbendazim.

INTRODUCAO

A utilizagdo de agrotdxicos tem sido indispensavel para atender a demanda
dos alimentos com qualidade, sendo dificil a erradicacdo dos mesmos. O uso de
agrotéxicos pode estar relacionado com os crescentes indices de pessoas
desenvolvendo cancer, assim como a queda da qualidade da dgua em corpos
hidricos (JOBIM, et al., 2010).

O Carbendazim é um fungicida sistémico pertencente ao grupo dos
Benzimidazdis, altamente eficiente no controle de doencas em plantas,
principalmente no tratamento de solos, sementes e folhas. E considerado
seletivo devido a atuagdo em poucos processos do metabolismo do patégeno. Os
Benzimidazdis possuem aplicacdes em culturas de algodao, feijdo, soja, trigo,
citros, frutas e verduras. O Carbendazim atua contra uma grande variedade de
doencas causadas por fungos Ascomicetos spp., Basidiomicetos e Deuteromicetos
spp. (COUTINHO et al., 2006).

O Carbendazim esta entre os 10 principios ativos mais utilizados no Brasil,
sendo que o consumo do mesmo no Brasil foi superior a 5 mil toneladas em 2014
(IBGE, 2016) e de aproximadamente 4,5 mil toneladas em 2017 (Global Crop
Protection, 2018). Em 2012 os Estados Unidos deixaram de importar o suco de
laranja brasileiro por conter Carbendazim. No Brasil, este fungicida é legalizado e
utilizado para o combate de fungos, como a Guinardia citricarpa e Colletotrichum
acutatum, que s3o comuns em cultivo de laranjas (SILVA; BARROS; PAVAO, 2014).

A substancia que sera avaliada é o padrdo analitico Carbendazim - Pestanal®,
Sigma-Aldrich (99,5%). O objetivo desta pesquisa é investigar a ecotoxicidade e
genotoxidade do composto Carbendazim em Daphnia magna.

METODOLOGIA

ECOTOXICIDADE AGUDA

O teste de toxicidade aguda com Daphnia magna consiste na exposi¢cdao dos
neonatos em concentracdes distintas da amostra de forma crescente, resultando
em uma faixa de concentracdes (de 140 a 560 pg-L™") que causa a imobilidade e
mobilidade de 100% dos organismos. Deste modo determina-se a concentragao
em que se observa a imobilidade de 50% dos organismos (CEsg). Para a validagdo
dos testes é realizado um controle negativo contendo apenas agua de diluicdo e
o controle do solvente, contendo o mesmo teor de solvente da maior
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concentracdo teste,;Para o calculo da CEsp utiliza-se o programa estatistico
BioStat®.

Para a determinacdo da CEsy do Carbendazim em D. magna foi preparada
uma solucdo estoque de 146 mg-L" de Carbendazim utilizando &lcool etilico
padrdo analitico Alphatec (99,5%) como solvente. Foram realizadas dilui¢Ges a
partir da solucdo estoque de 140, 210, 280, 350, 420, 490 e 560 pg-L™". Os testes
foram realizados de acordo com a norma NBR 12713 (2016) em triplicata. Para
cada concentracao testada, dez neonatos foram expostos a 20mL de solucdo
teste contendo agua de dilui¢ao e Carbendazim. O bioensaio foi armazenado em
incubadora B.O.D. por 48 horas na auséncia de luz, com temperatura préxima de
202C. Apds a exposicao foi analisado o numero de organismos imdveis por
concentragao.

BIOMARCADOR ENSAIO COMETA

Foram selecionadas duas concentracGes subletais, 120 e 11,4 ug-L"l,
juntamente com o controle negativo e controle de solvente. A primeira referente
a concentragdo maxima permitida para consumo humano segundo a portaria MS
2914 (Brasil, 2011) e a segunda é a média das concentracGes encontradas em
aguas superficiais no Brasil (SOUZA, 2016; RIBEIRO, DORES, 2013). A exposicao foi
feita do mesmo modo que o a exposicio de toxicidade aguda, porém
posteriormente foram avaliados os danos ao material genético dos organismos. O
ensaio cometa com D. magna foi realizado de acordo com a metodologia descrita
por Knapik (2017), com uma excec¢do, a eletroforese foi realizada a tencdo de
48 V e corrente 300 A, sendo que a metodologia usual é realizada com 25V e
300 A. As etapas para a realizagdo do ensaio cometa consistem na montagem
das laminas, imersdao em lise, desnaturacdo do DNA, corrida eletroforética,
coloragdo, anadlise e atribuicdo dos escores.

As laminas foram analisadas em um microscépio de epifluorescéncia, com
aumento de 400 vezes. Realizou-se a quantificagdo dos danos visualmente
analisando 100 nucledides por lamina. Sdo atribuidos 4 tipos de classe de danos,
de acordo com o tamanho da fragmentac¢do do nucledide.

RESULTADOS E DISCUSSOES

ECOTOXICIDADE AGUDA

Para as concentragbes de Carbendazim aplicadas no teste de toxicidade
aguda obteve-se uma CEs, média de 259,88 + 19,79 pg-L?, indicativo de que a
substancia tem toxidade significativa. Este valor de CEs, estd dentro da faixa de
valores que era esperado, pois na literatura encontra-se CEs, (48h) para D.
magna, de 88, 110 e 350 pg-L™ (SILVA et al. 2014), 157 e 513 ug-L™ (FERREIRA et
al., 2008) e 460 pg-L™* (CUPPEN et al., 2000). Esta variabilidade de valores pode
ser influenciada por fatores fisico-quimicos como pH, oxigénio dissolvido, dureza
da 4gua e temperatura (ZAGATTO, 2006). Em todos os testes realizados nao foi
observado nenhuma influéncia do solvente sobre os neonatos nos controles de
solvente, assim como nos controles negativos contendo apenas agua de dilui¢ao.
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O teste foi realizgdo 8 vezes para maior confiabilidade do resultado e redugdo do
erro estatistico. O resultado do teste foi analisado pelo programa estatistico
BioStat® que calcula CEsp com base na dose-resposta, ou seja, concentracdes da
exposicao por porcentagem de imobilidade, resultando em uma curva de efeito.

BIOMARCADOR ENSAIO COMETA

O biomarcador ensaio cometa é capaz de detectar danos e quebras na
molécula de DNA causados pela substancia teste, posteriormente foi analisado a
intensidade em que o material fragmentado migrou durante a eletroforese
(KNAPIK, 2017). Apds a analise dos danos, atribuiu-se um escore para cada
[damina e através da média de escores para cada concentracdo de exposicdo foi
construido o grafico que relaciona os escores médios encontrados nas laminas
com as concentracbes. Os resultados de danos genéticos observados em D.
magna estdo apresentados na figura 1.

Figura 1 —Escores de danos genéticos causados pelo Carbendazim em D. magna
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Fonte: Autoria prépria.

Através do teste estatistico Kruskal-Wallis observou-se que ha diferenga
estatistica entre o controle negativo e as concentragdes de Carbendazim e ndo ha
diferencga estatistica entre o controle negativo e o controle de solvente, porém
ndo ha diferenca estatistica entre o controle de solvente e as concentragdes de
Carbendazim.

As diferencas estatisticas mostram que o solvente etanol causou danos no
material genético mascarando o efeito do Carbendazim para a concentragdo mais
baixa de 11,4 ug-L"". Porém, a andlise estatistica mostrou que houve diferenca
estatistica entre os danos do grupo controle com solvente e a amostra de
120 pg-L", evidenciando o potencial genotdxico do Carbendazim. No estudo de
Silva et al. (2014), foi observado que o Carbendazim é genotdxico e tem um
efeito de concentracdo dependente para D. magna, porém o solvente utilizado
foi acetona e a menor concentracio testada foi de 5 pg-L™.

Acredita-se que a variacao da metodologia do ensaio cometa realizada neste
trabalho, nao influenciou nos resultados. Na literatura encontra-se variacoes
destas metodologias que diferem na intensidade de corrente, nimero de
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neonatos, tempg,de eletroforese, numero de células analisadas por lamina e até
mesmo a classificacdo dos danos (KNAPIK, 2017).

CONCLUSAO

O Carbendazim possui toxicidade significativa para D. magna, pois
apresentou uma CEs, (48h) de 259,88 + 19,79 pg-L™, que esta dentro da faixa de
valores encontrados na literatura. Na analise do biomarcador de genotoxicidade
ensaio cometa foi possivel visualizar os danos genéticos promovidos pelo
Carbendazim, porém sé foram estatisticamente significativos os danos
provocados pela maior concentracdo testada (120 pg-L™") em comparacdo com o
controle de solvente, remetendo a revisdo da concentracdo permitida para agua
de consumo humano.
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