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Introduciao

Os corantes tém sido amplamente utilizados ao redor do mundo por diversos setores, como por
exemplo as industrias téxteis, farmacéuticas e cosméticas. (LUNA et al., 2014; ZANONI;
YAMANAKA, 2016).

No intuito de reunir mais informagdes sobre os diferentes tipos de corantes existentes, a Max
Weaver Dye Library (MWDL) se destaca como um repositorio na North Carolina State University
(NCSU) contendo mais de 98.000 amostras de corantes sintéticos que poderdo ser explorados nos mais
diversos setores, como o de tingimento de tecidos, cosméticos, produtos domésticos, etc. No entanto,
pouco se sabe a respeito das propriedades toxicas desses corantes. Modelos in silico tem se mostrado
uma ferramenta importante para predi¢ao das propriedades fisico-quimicas e da toxicidade dos corantes,
mas ainda faltam dados obtidos de ensaios de toxicidade com corantes especialmente de alta pureza e
quimicamente caracterizados para compor os bancos de dados (UMBUZEIRO et al., 2019).

Os corantes podem exercer efeitos prejudiciais em organismos ndo-alvo, podendo impactar o
meio ambiente em decorréncia do lancamento de efluentes provenientes dos processos de tingimento em
corpos hidricos (UMBUZEIRO et al., 2005). Além disso, diversos corantes causam efeitos genotoxicos,
mutagénicos e carcinogénicos tanto em humanos quanto em outras espécies de animais (CHUNG et. al.,
2016).

O peixe-zebra (Danio rerio) ¢ um modelo animal que apresenta diversas vantagens que
favorecem seu uso em testes ecotoxicologicos, como tamanho pequeno, alta taxa de fecundidade, ciclo
de vida curto e facil cultivo. Ja no estagio embrio-larval, esses sdo transparentes o que facilita a
visualiza¢dao dos 6rgdos internos permitindo a caracterizagdo dos efeitos toxicos dos corantes in vivo. O
peixe-zebra tem genoma sequenciado, o que o torna um 6timo modelo para estudos de biologia
molecular (JUNG et al., 2012). Aproximadamente 75% dos genes do peixe- zebra sdo homologos aos
genes humanos, representando um bom modelo para fins comparativos aos efeitos toxicos observados
em seres humanos (JUNGTANASOMBUT et al., 2014).



Metodologia
Comité de ética

Os testes de toxicidade com embrides de peixe-zebra foram realizados somente apos aprovagao
do Comité de Etica em Uso de Animais (CEUA) - UNICAMP (protocolo nimero: 6038-1/2022).

Corantes

Cinco corantes do tipo azo com pureza acima de 97% foram testados, denominados como
corantes experimentais 32, 36, 41, 58 e 73. A estrutura molecular, formula quimica, pureza (%) e
solubilidade em agua (mg/L) dos corantes estao representados na Figura 1.

Figura 1. Estrutura molecular, formula quimica, pureza (%) e solubilidade em agua (mg/L) dos corantes
experimentais 32, 36, 41, 58 e 73.

Corante: 32 [MWDL 18207-156] Corante:41 [MWDL 6012-64FX] Corante: 73[MWDL 5432-22B]
Formula Quimica: CygHysN,O5 Formula Quimica: CosHgNO,S Formula Quimica: Cy5H;3N3O
Pureza: 100% Pureza: 100% Pureza: 97%
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Corante: 36 [MWDL18329-205A] Corante: 58 [MWDL 5380-110B]
Formula Quimica: C;gHgN4O4 Formula Quimica: Cy4HoN,O,S
Pureza: 100% Pureza: 100%
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Fonte: Autor, (2023).

A estrutura molecular, pureza (%), solubilidade em 4gua (mg/L) e massa exata dos corantes foi
confirmada por High Performance Liquid Chromatography (HPLC) e espectrometro de massas de alta
resolugdao (OLIVEIRA, M. H; 2021).

Preparo das solugoes dos corantes

Os ensaios foram realizados seguindo o protocolo da OECD 236 Fish Embryo Toxicity Test
(Teste FET) (OECD, 2013). Como os corantes possuem baixa solubilidade em dgua, o dimetilsulféxido
(DMSO) foi utilizado para diluir os corantes. Dilui¢des sucessivas foram realizadas para obter as cinco
concentragdes finais de cada corante, sendo elas: corante 32: 0,05; 0,1; 0,2; 0,4 e 8 mg/L; 36: 0,16; 0.31;
0,62; 1,25; e 2,5 mg/L; 41: 0,09; 0,18; 0,35; 0,7 ¢ 1,4 mg/L; 58: 0,003; 0,006; 0,0125; 0,025 e 0,05
mg/L; 73: 0,08; 0,16; 0,31; 0,62 e 1,25 mg/L distribuidas em placas de 24 pocos. Também foi utilizado
controle solvente com DMSO (ndo excedendo a concentracao de 100 uL/L), um controle positivo com 4
mg/L de 3,4-dichloroanilina, bem como um controle negativo, composto somente por dgua reconstituida
ISO que ¢ formada por 4gua de osmose reversa reconstituida com cloreto de calcio, sulfato de magnésio,
cloreto de potassio e bicarbonato de sddio.



Cultivo do peixe-zebra (Danio rerio)

Os peixes adultos sdo mantidos em aquarios com osmose reversa e agua de cultivo filtrada com
carvao ativado, em uma instalacdo aquatica com fotoperiodo controlado (12:12h, claro: escuro) e
parametros fisico-quimicos da agua controlados: a temperatura mantida a 26,0 = 1 °C, amdnia < 0,01
mg/L, condutividade a 750 + 50uS/cm, pH a 7,5 £ 0,5, oxigénio dissolvido igual ou superior a 95% de
saturacao.

Teste de embriotoxicidade com peixe-zebra (Teste FET)

Os ovos de peixe-zebra utilizados nos experimentos foram coletados imediatamente apds o
acasalamento, lavados em dgua reconstituida ISO e verificados sob um estereomicroscopio (Sterioscopic
STEMI 2000 C - Zeiss). Os ovos nao fertilizados e aqueles com irregularidades no cérion ou lesdes
foram descartados. Os ensaios iniciaram nas primeiras horas apods a fertilizagdo e tiveram duracio de
168 h em condicOes estaticas. Parametros letais e sub-letais do desenvolvimento embrionario foram
avaliados e os embrides foram observados diariamente sob um estereomicroscépio (Sterioscopic STEMI
2000 C - Zeiss).

Antes da eclosdo, os seguintes parametros foram avaliados: ovo coagulado, formacdo dos
otdlitos, atraso geral no desenvolvimento, pigmentagdo dos olhos e do corpo, formagdo de somitos,
batimentos cardiacos, edemas, descolamento da cauda do saco vitelino, absor¢cao do saco vitelino e
eclosdo. Apods a eclosdo, malformagdo da cauda, insuflacdo da bexiga natatoria e equilibrio (embrides
deitados de lado no fundo do pog¢o da microplaca) também foram avaliados. Os pardmetros
fisico-quimicos (pH e condutividade) do controle solvente, do controle negativo e da concentragdo mais
baixa e mais alta dos corantes foram medidos no inicio e ao final do teste.

Resultados e Discussao

Nao foram observadas alteragcdes nos parametros fisico-quimicos da solugdo de exposi¢ao ao
final das 168 h de exposi¢ao. Os dados podem ser observados na tabela 1.

Tabela 1. Valores obtidos para os parametros fisico-quimicos (pH e condutividade) no teste de
embriotoxicidade das solug¢des de exposi¢ao apos 168 h.

Concentracio pH pH Condutividade Condutividade
Compostos
(mg/L) (Imicial) (Final) pS/cm (Inicial) pS/cm (Final)
Controle solvente .
(0,01% DMSO) 7,35 7,38 750 721
Corante 32 0,05 7,68 7,50 757 741
0,8 7,72 7,47 748 739
Corante 36 0,16 7,68 7,50 730 733
2,5 7,72 7,67 732 742
0,09 7,68 7,50 730 733
Corante 41
1,4 7,72 7,47 732 742
Corante 58 3,12 7,68 7,50 753 750
50 7,72 7,47 730 738
Corante 73 0,08 7,49 7,50 759 747
1,25 7,38 7,47 737 739

Fonte: Autor, (2023).



Durante o periodo de 168 h de exposicdo, ndo foi constatada precipitagdo dos corantes
experimentais 32, 36, 41 e 58. No entanto, o corante 73 apresentou precipitagdo ao longo de todos os
dias do ensaio a partir da concentracao de 1,25 mg/L.

Nao houve mortalidade no grupo controle solvente (DMSO 0,01%) ao longo das 168 h de
exposicao. Nao foi possivel observar mortalidade significativa para nenhum dos corantes testados, a
taxa mais alta de mortalidade foi de apenas 10% para os corantes 32 e 36. Em relagdo aos efeitos
sub-letais, também ndo foram observadas anormalidades no desenvolvimento embrionario dos
organismos expostos aos corantes. Os resultados de mortalidade estdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2. Dados de mortalidade (%) dos embrides de peixe-zebra expostos a diferentes
concentracoes dos corantes experimentais 32, 36, 41, 58 e 73.

Corante 32 Corante 36 Corante 41 Corante 58 Corante 73
Concentra Mor(;zellida Concentra Mor(;:lida Concentra Mor(;zlida Concentra Mor(;:lida Concentra Mor(;:lida
¢do (mg/L) %) ¢do (mg/L) %) ¢do (mg/L) %) ¢ao (mg/L) %) ¢do (mg/L) %)

DMSO 0 DMSO 0 DMSO 0 DMSO 0 DMSO 0
(0,01%) (0,01%) (0,01%) (0,01%) (0,01%)
0,05 5 0,16 0 0,09 0 0,003 0 0,08 0
0,1 5 0,31 5 0,18 0 0,006 0 0,16 0
0,2 5 0,62 10 0,35 0 0,0125 0 0,31 0
0,4 5 1,25 0 0,7 5 0,025 0 0,62 0
0,8 10 2,5 0 1.4 5 0,05 5 1,25 5

Fonte: Autor, (2023).

CONCLUSOES

Os corantes nao foram téxicos para os embrides de peixe-zebra, nas concentragdes testadas,
respeitando o limite de 0,01% de DMSO. Os resultados gerados poderdo ser usados futuramente para
compor conjuntos de dados para o desenvolvimento de modelos de predi¢ao mais precisos, pois neste
caso a pureza dos corantes (> 97%) € essencial para obten¢do de dados confidveis. Novos ensaios de
toxicidade aguda e cronica com diferentes organismos aquaticos sao necessarios para compreender
melhor os efeitos toxicos dos corantes analisados neste estudo.
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