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1. Introducao

Os ensaios ecotoxicoldgicos sao fundamentais para a avaliagdo do perigo de substancias quimicas
bem como para o monitoramento ambiental (MAGALHAES, FILHO, 2008). Atualmente hd uma tendéncia
de reduzir os insumos usados em laboratorios, bem como a quantidade de descartes sélidos e liquidos
gerados nos testes com organismos aquaticos, contribuindo assim com a engenharia verde e a quimica
verde, e instituindo-se a toxicologia verde (CRAWFORD ET AL, 2017). Além disso, a quantidade de
substancia-teste é sempre um fator limitante, como por exemplo na avaliacdo de compostos que ainda
estdo em desenvolvimento ou amostras ambientais. Para a redu¢ao de insumos utilizados em
laboratorio é necessario incentivar a criacdo de novos métodos e técnicas (CRAWFORD ET AL, 2017).

No Brasil, uma espécie comumente utilizada nos ensaios de toxicidade é a Daphnia similis (Figura 1)
pois é mais representativa de aguas com baixa dureza, diferente de D. magna que vive em aguas mais
duras (RODGHER ET AL, 2010). Ja foi demonstrado que para efluentes industriais e substancias quimicas,
as sensibilidades dessas duas espécies sao similares (BURATINI ET AL, 2004). BAUMAN ET AL (2013) e
GRINZALIS ET AL (2017) estudaram a miniaturizacao do teste com o D. magna. Porém, ndo ha registros
na literatura de miniaturizacdo de teste para D. similis.

Figura 1. Fotografia de um organismo adulto da espécie Daphnia similis
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Em 2018 foi realizado um projeto para padronizagdo de testes miniaturizados com D. similis por
alunos do Laboratorio de Ecotoxicologia e Genotoxicidade (LAEG). As condi¢Bes avaliadas foram 10 mL
de solugdo teste, em tubos de plastico com capacidade de 15 mL, contendo 5 neonatas (protocolo
tradicional), e em microplacas de 96 poc¢os contendo 200 pylL e uma neonata por poco (protocolo
miniaturizado). As condi¢Bes como tempo de incubacdo (48h), fotoperiodo (16h luz: 8h escuro),
temperatura (21°C), quantidade de organismos por concentra¢do (20 organismos) foram as mesmas
empregadas em ambos os métodos (dados obtidos no LAEG no projeto de Iniciacao Cientifica de Jodo
Gabriel Mesquita Silva em 2018). Os testes foram realizados com substancias inorganicas, o sulfato de
zinco e cloreto de sodio.

Com o objetivo de ampliar os tipos de substancias avaliadas, foi testado o corante téxtil C.I. Disperse
Red 13 nas duas condi¢8es (tradicional e miniaturizado) e em testes preliminares observou-se uma
reducao da toxicidade com o uso das microplacas. Uma possibilidade seria de que o corante, que
apresenta um log Kow de 5,22 (PUBCHEM, 2020) e solubilidade em agua de 0,012 mg/L (USEPA, 2021),
poderia ser adsorvido pela superficie do material plastico e em maior propor¢ao na microplaca devido a
maior relagdo superficie/volume dos po¢os em comparacao ao tubo.

Desta forma, o objetivo deste projeto foi comparar os resultados dos testes de toxicidade aguda do
corante C.I. Disperse Red 13 para D. similis utilizando os protocolos tradicional e miniaturizado, em duas
condi¢Bes de exposi¢do, com e sem condicionamento dos materiais (tubos e microplacas).

2. Materiais e Métodos

O corante C.I. Disperse Red 13, (CAS 3180-81-2), pureza > 99,75%, foi obtido e purificado pela Prof.
Dr. Gisela de Aragao Umbuzeiro por meio da coluna cromatografica em seu projeto de pos-
doutoramento (UMBUZEIRO ET AL, 2017). A solucao estoque do corante foi preparada em solvente
DMSO (Dimetilsulfoxido, Sigma-Aldrich, >99,5%), devido a solubilidade em agua <10 mg/L. As solu¢Bes
de exposicdo foram diluidas em meio sintético (MS). A concentracao maxima de DMSO nos testes foi de
0,01%.

Para a condi¢cao de condicionamento, tubos e microplacas foram pré-expostas, por 48 horas, com as
solu¢Bes das concentra¢fes de teste do corante, para limitar as perdas por adsorcdo durante o ensaio.
ApOs 48 horas, as solu¢des foram descartadas (OECD, 2019). Os testes de toxicidade aguda com D.
similis foram entao conduzidos com os materiais condicionados.

O teste agudo tradicional com Daphnia similis foi realizado de acordo com a ABNT NBR 12713/2016.
No teste, tubos contendo 10 mL de solu¢do de exposi¢do, sao expostos cinco organismos com idade <
24 horas. Sdo utilizadas 4 réplicas por concentracdo totalizando 20 organismos.
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O teste agudo miniaturizado foi realizado em microplacas de 96 poc¢os. Em cada poc¢o 270 L da
solu¢do de exposicao e uma neonata foram adicionados, no total 20 organismos para cada
concentracao foram utilizados. Para os dois protocolos foram conduzidos os controles negativo e de
solvente (0,01%).

Os testes foram mantidos por 48 horas em incubadora com temperatura de 20 + 2°C, com
fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas escuro. Apos 48 horas, a imobilidade dos organismos foi
observada e comparada ao controle. Os resultados sao analisados de forma a calcular a CE50
(Concentragdo de efeito 50%). O teste é validado quando a imobilidade nos controles for < a 10%. Para
cada condicdo de exposicao, tubo e microplacas com e sem condicionamento, foram realizados trés
testes independentes, com seis concentracdes e dois controles (negativo e solvente). Os testes para
cada experimento independente foram realizados em paralelo (3 testes para cada substancia nas
quatro condi¢bes experimentais). Para a andlise dos dados foi utilizado o modelo glm (do inglés
generalized linear models) no software Rstudio (R CORE TEAM, 2020). As curvas de concentracdo -
respostas, estimativa das CE50 (intervalo de confianca a 95%) foram obtidas por regressdo logistica.

3. Resultados e Discussoes

Ndo foram observadas diferencas significativas entre os testes com e sem pré-exposicdo
(condicionamento). Com esses resultados observou-se que a hipdtese de que haveria uma possivel
adsorcdo do corante na parede dos tubos e de forma mais intensa pela microplaca ndo se confirmou.
Também foi possivel observar que ndo houve diferenca significativa entre os protocolos (tubo e
microplaca). Nossos resultados foram, portanto, similares aos obtidos por BAUMAN ET AL (2013) e
GRINZALIS ET AL (2017) nos seus trabalhos de miniaturizagdo com Daphnia magna. O coeficiente de
variacdo de cada uma foi estimado para os testes com tubos e microplacas. Os coeficientes de variagdo
para os testes com microplaca foram menores quando comparados ao tubo. O teste utilizando
microplaca se mostra promissor pela similaridade de respostas com o teste tradicional, reducdao de
material e amostras requeridas para ensaio.

4. Conclusoes

A miniaturizacdo do teste agudo proposta para Daphnia similis parece ser adequada inclusive para
compostos organicos com altos valores de log de Kow. Mais testes com outras substancias organicas
poderiam complementar os resultados obtidos.
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