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1.Introducao
Os corantes estdo presentes na maioria dos produtos que utilizamos no dia a dia. Cerca de 1.000.000

de toneladas de corantes sdo produzidos a cada ano para atender a demanda mundial (Burkinshaw e
Salihu 2013). Os corantes dispersos representam aproximadamente 22% do consumo mundial de
corantes (Zocolo et al. 2015). Esta classe representa corantes aplicados em poliéster, poliamida, acetato
acrilico e plasticos, a partir de finas dispersées aquosas (Hunger 2003). Além da classificacdo quanto ao
uso, 0s corantes também podem ser classificados de acordo com sua estrutura quimica. Os corantes
azo, por exemplo, sdo compostos por moléculas contendo pelo menos um grupo azo (-N=N-) (Hunger
2003). Esta é a classe mais importante, uma vez que 0s corantes azo representam 65% dos corantes
comerciais disponiveis (Zanoni e Yanamaka 2016).

Durante a producdo, fixacdo ao substrato e uso, uma quantidade consideravel de corantes é perdida
e concentrada nos efluentes industriais e domeésticos. Devido a alta persisténcia e a ma remocdo por
tratamentos convencionais de efluentes os corantes ou seus produtos de degradacdo chegam aos
ecossistemas aquatico podem desencadear efeitos deletérios a biota (Zanoni e Yanamaka 2016).

A avaliagdo da toxicidade de compostos quimicos é uma etapa importante da avaliagdo de risco.
Embri6es de Danio rerio séo um modelo alternativo interessante para avaliacdo de toxicidade de
quimicos em vertebrados. Possuem tamanho pequeno, ciclo de vida curto, alta taxa de fertilidade e facil
cultivo quando comparado a outros organismos modelo. Sdo transparentes durante a fase embrionaria,
0 que facilita a visualizacdo dos ¢rgdos internos. Embora um protocolo padronizado para o teste de
toxicidade do embrido de peixe (FET) ja tenha sido publicado pela OCDE em 2013 (OCDE 2013), existem
poucos estudos na literatura avaliando a toxicidade de corantes para embrifes de peixe-zebra.
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Existem alguns registros na literatura sobre a ocorréncia ambiental de Disperse Violet 93, Disperse
Yellow 7 e Disperse Red 13, trés corantes azo dispersos (Carneiro et al. (2010), Vacchi et al. (2017),
Zocolo et al. ( 2015)), 0 que mostra que eles estdao presentes no compartimento aquatico. Também
existem alguns estudos sobre a toxicidade do corante de Disperse Red 13 e Disperse Violet 93, mas ndo
ha informac¢bes sobre sua toxicidade para embriGes de vertebrados aquaticos. Além disso, existem
apenas dois estudos sobre a toxicidade de Disperse Yellow 7 para vertebrados aquaticos (larvas de
Silurana tropicalis e para embrides e larvas de Fathead Minnow) (Mathieu-Denoncourt et al. 2014; Parrott,
Bart e Balakrishnan 2016). Portanto, o objetivo deste trabalho é avaliar a toxicidade desses 3 corantes
nos estagios iniciais de vida do peixe-zebra.

2. Materiais e Métodos

C.I. Disperse Red 13, C.I. Disperse Yellow 7 e C.I. Disperse Violet 93 foram usados para testes de
toxicidade (Figura 1). Para o controle de solvente, dimetil sulféxido (DMSO) foi usado, adquirido da
Sigma-Aldrich (CAS: 67-68-5), enquanto 3,4-Dicloroanilina foi usada para controle positivo, também
adquirido da Sigma-Aldrich (CAS: 95- 76-1).
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Imagem 4. Nome, nimero CAS, origem quimica, pureza e solubilidade em dgua dos trés corantes testados.

A) representa compostos purificados por Umbuzeiro et al. (2017); B) representa a solubilidade em dgua predita
pela Plataforma ACD / Labs.
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O ensaio foi realizado seguido as diretrizes do Fish Embryo Toxicity Test (OECD, 2013). Como 0s
corantes possuem baixa solubilidade em agua, DMSO foi utilizado para preparar as solu¢ées. Diluicdes
sucessivas foram utilizadas para obter as cinco concentracdes finais de cada corante, sendo elas: 0.6,
1.2, 2.5, 5 e 10 mg/L, distribuidas em placas de 24 poc¢os. Também foi utilizado controle solvente (nao
excedendo a concentracao 100 pl/L), controle positivo, contendo 4 mg/L de 3,4-Dichloroaniline, bem
como um controle negativo, composto somente pela dgua de cultivo dos peixes.

Antes da eclosdo, 0s seguintes parametros foram avaliados: coagulacao do ovo, formacao de otdlito,
atraso geral no desenvolvimento, pigmenta¢do do olho e do corpo, formac¢do de somito, batimento
cardiaco, edemas, desprendimento da cauda do saco vitelino, absorcdo do saco vitelino e eclosdo. Apds
a eclosdo, a malformacdo da coluna vertebral, a inflacdo da bexiga natatoria e embrides sem equilibrio
(deitado de lado no fundo do poco da microplaca) também foram avaliados. Todos 0s parametros foram
avaliados de forma qualitativa (observados ou nao observados).

As concentrac@es efetivas (EC50 e LC50) foram calculadas usando os dados letais (mortalidade) e
subletais (equilibrio e anormalidades de desenvolvimento) experimentos. O conjunto de dados obtido a
partir do teste FET foi ajustado em um modelo logistico de 4 parametros por meio de uma planilha
construida no Microsoft Excel.O pacote estatistico SigmaStat 3.5 foi usado para comparagao entre 0s
grupos (SPSS, 2004).

3. Resultados e Discussoes

Ndo foram observadas alterac8es significativas no pH, oxigénio dissolvido e dureza das solu¢Bes
testadas. A precipitacao foi observada todos os dias a partir da segunda concentracao testada de C.I.
Disperse Red 13 (1,2 mg/L). Nenhuma precipitacao foi observada em qualquer concentracdo testada de
C.I. Disperse Violet 93, enquanto a precipitacao foi observada todos os dias a partir da primeira
concentracao testada de C.I. Disperse Yellow 7 (0,6 mg L). Portanto, os resultados discutidos a seguir
referem-se a experimentos com suspensdes de corantes, 0 que anula os resultados encontrados para
DR13 e DY7. Além disso, devido a crise pandémica COVID 19, apenas uma réplica foi realizada para cada
experimento.

3.1 C.I. Disperse Violet 93

Nenhuma mortalidade significativa foi observada nos organismos expostos por 168h ao C.I. Disperse
Violet 93 na concentracdo maxima testada. Em 48 horas de exposicdo, a taxa de batimento cardiaco foi
maior para organismos expostos a 5 e 10 mg/L de DV93 quando comparados ao grupo controle. De
120h a 168h de exposicdo, vinte por cento do organismo exposto a 1,2 mg/L de DV93 apresentaram
edema e curvatura anormal da cauda. Na mesma concentracdo de teste, a absor¢ao do saco vitelino foi
afetada em 20% dos embriGes, com 120h e 144h de exposi¢do. Nenhum estudo foi encontrado na
literatura usando modelos de vertebrados para avaliar a toxicidade DV93.
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A mutagenicidade deste corante ja foi relatada usando o ensaio de Salmonella (Umbuzeiro et al. 2005;
Vacchi et al. 2017). Em estudo com Daphnia similis nao foram encontrados efeitos agudos em
organismos expostos a concentracdes de até 20 pg/L de DV93 (Umbuzeiro et al. 2017).

4. Consideracoes finais

Foram testadas concentracdes acima da solubilidade em agua dos trés corantes, 0 que causou a
precipitacdo do corante. Portanto, os testes realizados neste projeto ndo sdo validos. A precipitacdo de
compostos quimicos em testes de toxicidade pode influenciar os resultados apresentados. Assim, ao
constatar tal ocorréncia, € necessario alterar a técnica empregada. Outras técnicas devem ser utilizadas
para avaliar a toxicidade dos corantes DY7 e DR13. A dosagem passiva, por exemplo, € uma boa
alternativa, pois o corante estara disponivel no meio em quantidade igual ao seu limite de solubilidade.
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