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RESUMO 

 

MEIRELES, G. Perfil do impacto ecogenotoxicológico induzido após exposição 
de diferentes organismos à corantes têxteis dispersos. 2018. 127f. Tese 
(Doutorado). Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – 
Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2018. 

 

Os corantes são utilizados pelo homem há mais de 20 mil anos, com emprego nas 

indústrias têxteis, farmacêuticas, alimentícias, cosméticas, fotográficas, entre outras. 

Contudo, apesar de sua importância, os corantes podem ser tóxicos, mutagênicos e 

resistentes a muitos processos de degradação utilizados em estações de tratamento 

de águas residuais. Dentro deste contexto, o objetivo desta pesquisa foi avaliar os 

efeitos ecotoxicológicos dos corantes têxteis Disperse Red 60 (DR 60), Disperse 

Red 73 (DR 73) e Disperse Red 78 (DR 78) por meio de testes de toxicidade em três 

organismos de diferentes níveis tróficos: a bactéria Vibrio fischeri, o microcrustáceo 

Daphnia similis e o peixe Danio rerio (zebrafish), além da mutagenicidade na 

bactéria Salmonella typhimurium. Nossos resultados mostraram que os corantes DR 

73 e DR 78 induzem toxicidade aguda em Vibrio fischeri e Daphnia similis, reduzindo 

a luminescência da bactéria e causando imobilidade no microcrustáceo, ao passo 

que o corante Disperse Red 60 não altera esses endpoints. No entanto, todos os 

corantes causam efeitos tóxicos em embriões e larvas de Danio rerio. O corante DR 

60 ocasionou edemas oculares, alteração no comportamento e indução de efeitos 

pró-oxidantes em zebrafish. O corante DR 73 reduziu a inflação da bexiga natatória, 

induziu edemas do pericárdio, promoveu escoliose e alteração no saco vitelínico. 

Além disso, os corantes DR 73 e DR 78 alteraram o comportamento e balanço 

energético, induziram efeitos pró-oxidantes e neurotoxicidade. Quanto à 

mutagenicidade, o corante DR 73 induziu deslocamento do quadro de leitura e 

substituição de pares de base, enquanto o corante DR 78 causou apenas 

deslocamento do quadro de leitura e o corante DR 60 não induziu mutagenicidade. 

Em conclusão, os corantes Disperse Red 73 e Disperse Red 78 foram os mais 

tóxicos para os organismos avaliados, uma vez que alteraram maior número de 

endpoints, assim como causaram efeitos em menores concentrações, a partir de 1 

µg/L. Este estudo também demonstra a importância do uso de organismos testes de 

diferentes níveis tróficos, bem como a necessidade de uma maior atenção quanto ao 

registro e liberação para uso de corantes, visando prevenir danos ao ambiente e à 

saúde humana.  

 

 

Palavras-chave: corantes dispersos; ecotoxicidade, malformações, comportamento, 

biomarcadores, mutagenicidade. 
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ABSTRACT 

 

MEIRELES, G. Ecogenotoxicological effects of three disperse textile dyes to a 
test battery of organisms from different trophic levels. 2018. 127f. Thesis 
(Doctoral). Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade 
de São Paulo, Ribeirão Preto, 2018. 

 

Dyes have been used for more than twenty thousand years in the textile, 

pharmaceutical, food, cosmetic, and photographic industry, among others. Despite 

their importance in these applications, dyes can be toxic, mutagenic and resistant to 

many degradation processes used in wastewater treatment plants. In this context, the 

aim of this research was to evaluate the ecotoxicological effects of the Disperse Red 

60 (DR 60), Disperse Red 73 (DR 73) and Disperse Red 78 (DR 78) textile dyes by 

means of toxicity tests on three organisms of different trophic levels: the bacterium 

Vibrio fischeri, the microcrustacean Daphnia similis and the fish Danio rerio 

(zebrafish). In addition, the mutagenicity of these dyes to the bacterium Salmonella 

typhimurium was evaluated. Our results demonstrate that the dyes DR 73 and DR 78 

induce acute toxicity to V. fischeri (luminescence reduction) and D. similis 

(immobility), whereas the DR 60 did not alter these endpoints at the concentrations 

tested. However, all dyes caused toxic effects on embryos and larvae of D. rerio. DR 

60 caused ocular edema, altered behavior and induced pro-oxidant effects in 

zebrafish. DR 73 reduced swim bladder inflation, induced pericardial edema, 

promoted scoliosis and changes in yolk sacs. In addition, DR 73 and DR 78 altered 

the zebrafish juvenile behavior and energy balance, and induced pro-oxidant effects 

and neurotoxicity. As for the mutagenicity test, DR 73 induced frameshift and base 

pair substitution, whereas DR 78 caused only frameshift and DR 60 did not induce 

any mutagenic effects. In conclusion, DR 73 and DR 78 were the most toxic for the 

organisms tested since they altered a greater number of endpoints and caused toxic 

effects at lower concentrations, i.e. from 1 μg/L onwards. These results indicate the 

importance of using a battery of test organisms from different trophic levels when 

evaluating the environmental risks of dyes, as well as the need for greater attention 

regarding the Registration and authorization of the use of dyes in order to prevent 

unacceptable risks to the environment and human health. 

 

Keywords: disperse dyes, ecotoxicity, malformations, behavior, biomarkers, 

mutagenicity.  
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Corantes: histórico de uso e impactos ambientais 

Os corantes são utilizados pela humanidade há mais de 20 mil anos, sendo 

que o primeiro foi o negro de fumo (Carbon Black), obtido por meio da combustão 

incompleta de hidrocarbonetos. Até a metade do século XIX, todos os corantes 

conhecidos provinham de fontes naturais, sendo que a maioria era obtida de fontes 

vegetais, como o índigo obtido da planta Isatis tinctoria e, um menor número de 

origem animal, como o composto vermelho extraído do caramujo marinho Murex. No 

entanto, a limitada variedade, além da instabilidade da cor obtida com corantes 

naturais demandou a síntese de novos compostos BAFANA; DEVI; CHAKRABARTI, 

2011; WORD DYES & ORGANIC PIGMENTS, 2018; ASSOCIAÇÃO BRASILEIRA 

DA INDÚSTRIA QUÍMICA, 2017). 

O primeiro corante orgânico sintético, Mauve, foi produzido por Willian Henry 

Perkin em 1856, na Inglaterra, por meio da oxidação da fenilamina com dicromato de 

potássio. No início de 1900, cerca de 85% da demanda mundial de corantes era 

produzida na Alemanha. Porém, durante o período da Primeira Guerra Mundial, a 

atenção das fábricas alemãs voltou-se aos explosivos, incentivando a produção de 

corantes por outros países, por se tratar de um mercado economicamente atraente. 

Aos poucos, devido aos menores custos de produção conseguidos nesta região, o 

polo de corantes migrou para a Ásia. A partir de então, esse setor ampliou-se 

continuadamente, com a demanda mundial atual em crescimento exponencial com 

taxas de 6% ao ano e uma estimativa de movimentação de aproximadamente US$ 

20 bilhões durante o ano de 2019 (SMITH; KANAWA, 2008; BAFANA; DEVI; 

CHAKRABARTI, 2011; WORD DYES & ORGANIC PIGMENTS, 2018; 

ASSOCIAÇÃO BRASILEIRA DA INDÚSTRIA QUÍMICA, 2017). 

Os corantes são utilizados nas indústrias têxtil, farmacêutica, alimentícia, 

cosmética, de papel e fotográfica, entre outras (GONEN; AKSU, 2009; TILLI et al., 

2011). No entanto, a indústria têxtil é responsável pelo consumo de dois terços do 

mercado total de corantes (ŠAFAŘÍKOVÁ et al., 2005). Para suprir esta demanda, 

existem cerca de 10.000 diferentes corantes empregados industrialmente a fim 

atender às exigências do mercado consumidor que busca estabilidade da cor e 

diversidade de tons (ROBINSON et al. 2001). Mais de 700.000 toneladas destes 

compostos são consumidas anualmente no mundo, das quais cerca de 26.500 

toneladas apenas no Brasil (KUNZ et al., 2002; SOUZA; FORGIARINI; SOUZA, 
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2007). No entanto, durante a fabricação e processamento dos corantes pode ocorrer 

uma perda de 2 a 50% para os efluentes e cerca de 20% desta quantidade atinge o 

ambiente aquático (O’NEILL et al., 1999; CHI; CHEN; LIU, 2009). 

Atualmente, há no Brasil cerca de trinta mil empresas têxteis consumidoras de 

corantes, que geram mais de 1,5 milhões de empregos diretos e 8 milhões indiretos. 

Este setor é o 2° maior empregador da indústria de transformação, com um 

faturamento anual de US$ 37 bilhões. Com isso, o Brasil se posiciona como o quinto 

maior produtor têxtil do mundo e o único no Ocidente com cadeia completa, que 

engloba desde a produção de fibras até os desfiles de moda (ASSOCIAÇÃO 

BRASILEIRA DA INDÚSTRIA TÊXTIL E DE CONFECÇÃO, 2017).  

Apesar de sua grande importância econômica, o setor têxtil contribui para o 

agravamento de diversos problemas ambientais, com grande consumo de água 

(cerca de 150 litros para cada quilo de algodão tingido) e geração de um volume 

considerável de efluentes contendo resíduos de composição diversa, o que o torna o 

mais poluente dentre todos os setores industriais. Dentre as diferentes substâncias 

encontradas nos efluentes têxteis, destacam-se sais, aditivos, detergentes, 

surfactantes e principalmente os corantes, o que dificulta seu tratamento 

(ROBINSON et al., 2001; HAI; YAMAMOTO; FUKUSHI, 2006; JADHAV et al., 2010; 

ANASTASI et al., 2011). Os corantes correspondem a 20% da poluição total de 

águas residuárias e os efluentes que os contêm são considerados por alguns 

autores como um dos mais graves problemas ambientais do mundo (KANT, 2012; 

PRZYSTAS; ZABLOCKA-GODLEWSKA; GRABINSKA-SOTA, 2015).  

Medidas legislativas pouco restritivas levaram à disseminação do uso de 

corantes tóxicos, afetando cerca de 40% da população global que vive em países 

como China, Índia e Bangladesh, que atendem cerca de 50% da demanda mundial 

de tingimento (GHALY et al., 2014). Além disso, são comuns exemplos como o do 

Brasil, em que uma parte expressiva das empresas do ramo têxtil é de pequeno 

porte, o que dificulta a fiscalização (GUARATINI; ZANONI, 2000). 

Os corantes são aprovados para o uso apenas com base na toxicidade do 

produto primário. Porém, características como a salinidade dos efluentes têm 

implicações na estrutura e funcionalidade da comunidade microbiana responsável 

pela degradação dos compostos. Por exemplo, em estudo recente, RAWAT et al. 

(2017), mostraram que, em condições salinas, os microorganismos são capazes de 

biotransformar um corante inicialmente não tóxico (Acid Orange 7) em compostos 
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tóxicos, induzindo a alteração de parâmetros moleculares, celulares e individuais de 

Allium cepa. Logo, a aprovação dos corantes com base apenas na toxicidade do 

produto primário pode estar subestimando os reais efeitos deletérios dos mesmos.  

Adicionalmente, os tratamentos convencionais utilizados em estações de 

tratamento de efluentes de indústrias têxteis, como as lagoas aeróbicas ou de lodo 

ativado, não são eficientes na remoção ou degradação dos corantes. Nesses 

procedimentos, há comumente uma preocupação apenas com a redução de cor, 

nível de oxigênio e produtividade biológica do corpo receptor, sem considerar as 

interações entre os fatores bióticos e abióticos que podem ocorrer, como a formação 

de produtos tóxicos, como aminas aromáticas, culminando na presença dessas 

substâncias em efluentes tratados, sedimentos e rios (ROBINSON et al., 2001; 

VACCHI et al., 2016; RAWAT et al., 2017).  

 

1.2 Classificação dos corantes 

Os corantes são compostos capazes de conferir coloração a diferentes 

substratos. A cor dos corantes depende da sua capacidade de absorver a luz na 

região do espectro visível (400-700 nm) e é causada pela excitação dos elétrons π 

na camada de valência pela luz visível (MURRELL, 1973; BAFANA; DEVI; 

CHAKRABARTI, 2011). Esses compostos se ligam aos materiais por adsorção, 

dissolução, retenção, ligações químicas iônicas ou covalentes (GUARATINI; 

ZANONI, 2000; IQBAL, 2008; ASSOCIAÇÃO BRASILEIRA DA INDÚSTRIA 

QUÍMICA, 2017).  

Os corantes apresentam grupos de átomos responsáveis pela coloração, 

chamados de cromóforos (azo, antraquinona, ftalocianina e outros), bem como 

substituintes que intensificam a coloração e lhes conferem solubilidade, 

denominados auxocromos (amino, sulfônico, carboxílico e outros) (SANTOS et al., 

2007). Não há uma nomenclatura sistemática para os corantes, apenas um índice de 

cor (Color Index) onde é atribuído um número a cada composto, facilitando sua 

identificação (BAFANA; DEVI; CHAKRABARTI, 2011). 

Os corantes são classificados de acordo com sua estrutura química (azo, 

antraquinona, ftalocianina e outros) ou com o método pelo qual é fixado à fibra têxtil 

(reativos, diretos, azóicos, ácidos, à cuba, de enxofre, dispersos, pré metalizados e 

branqueadores) (GUARATINI; ZANONI, 2000). 
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Na presente pesquisa foram avaliados apenas os corantes dispersos ou 

dispersivos, que são substâncias orgânicas, insolúveis em água e de baixo peso 

molecular, amplamente utilizadas no tingimento de produtos têxteis, brinquedos, 

papéis e outros (GUARATINI; ZANONI, 2000; ZHOU; DU; ZHANG, 2013). Esta 

classe de corantes destacou-se após o período da Primeira Guerra Mundial (1914-

1918), com a fabricação de fibras sintéticas, como acetato de celulose, poliéster e 

nylon, devido a suas características hidrofóbicas (KOH, 2011). Durante o processo 

de tingimento com corantes dispersos, o composto é hidrolisado e sua forma 

insolúvel é precipitada como dispersa sobre a fibra sintética. O processo ocorre na 

presença de agentes dispersantes com longas cadeias, que estabilizam a 

suspensão do corante e, em altas temperaturas, facilitando o tingimento (GOLOB; 

TUSIEK, 1999; GUARATINI; ZANONI, 2000). A lignina sulfonada é um dos principais 

agentes dispersantes utilizados no tingimento com corantes dispersos, devido ao 

seu baixo custo e disponibilidade (TEHRANI-BAGHA; HOLMBERG, 2013).  

A maior parte dos corantes dispersos apresenta grupo cromóforo azo, que 

corresponde a 70% dos corantes produzidos (CARLIELL et al., 1998; MANSOUR et 

al., 2007). Essas substâncias se caracterizam pela presença de uma ou mais 

ligações azo (N=N) associadas a estruturas aromáticas (KUNZ et al., 2002). O 

sucesso dessa classe de corantes se deve, dentre outros, ao processo simples de 

síntese e a sua grande diversidade estrutural (BAFANA; DEVI; CHAKRABARTI, 

2011). Os corantes do tipo antraquinona aparecem como a segunda classe mais 

utilizada (VANDEVIVERE; BIANCHI; VERSTRAETE, 1998; CARMEN; DANIELA, 

2012). 

 

1.3 Toxicidade dos corantes  

A toxicidade aguda dos azo corantes é comumente baixa, porém são capazes 

de induzir muitos efeitos crônicos (BAFANA; DEVI; CHAKRABARTI, 2011). Esses 

compostos são conhecidos por induzirem citotoxicidade, teratogenicidade e 

genotoxicidade (AL-SABTI, 2000; JÄGER; HAFNER; SCHNEIDER, 2004; 

UMBUZEIRO et al., 2005; TSUBOY et al., 2007; CHEQUER, et al., 2009; FERRAZ 

et al., 2011; VACCHI et al., 2013; MATHIEU-DENONCOURT et al., 2014; LEME et 

al., 2015; FERNANDES; BUSTOS-OBREGON; SALVADORI, 2015; OLIVEIRA et al., 

2016; VENTURA-CAMARGO, ANJELIS; MARIN-MORALES, 2016; ABE et al., 

2017a, FRANCO et al., 2018). Além disso, os corantes dispersos induzem 
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dermatites de contato e alergias, como apresentado na revisão de Malinauskiene et 

al. (2012).  

Em organismos aquáticos, os azo corantes são capazes de induzir diferentes 

efeitos tóxicos. O azo corante Disperse Yellow 7, na concentração de 22 µg/ L (em 

água) e 1 µg/g (sedimento), reduz a sobrevivência, induz malformações e altera a 

expressão gênica em larvas do anfíbio Silurana tropicalis (MATHIEU-

DENONCOURT et al., 2014). Ao passo que os corantes Disperse Red 1 e Congo 

Red causam alterações bioquímicas no cladócero Daphnia similis e redução da 

sobrevivência e fertilidade em Ceriodaphnia dubia, respectivamente (YU et al., 2015; 

HERNÁNDEZ-ZAMORA et al., 2016).  

Os azo corantes também são capazes de induzir toxicidade em peixes. 

Disperse Yellow 7 e Sudan Red G reduzem a sobrevivência de larvas de Pimephales 

promelas, com Concentração Letal (CL50) de 25,4 e 16,7 µg/ L, respectivamente 

(PARROTT, BARTLETT E BALAKRISHNAN (2016). Darsana et al. (2015) também 

demonstraram que o azo corante Reactive Red 120 é um composto nocivo para a 

truta arco-íris (Oncorhynchus mykiss), causando toxicidade aguda nos organismos 

expostos (CL50: 78,4 mg/L). Os azo corantes Direct Blending Rebine, Direct Blending 

Scarlett e Direct Blending Yellow também são capazes de alterar os níveis da 

catalase, superóxido dismutase e malondialdeído no peixe Carassius auratus a partir 

da concentração de 10,0 mg/L (LI et al., 2012). Em um estudo recente realizado por 

Belpaire et al. (2015), em 91 rios, canais e lagos belgas durante nove anos, os 

autores verificaram que enguias européias (Anguilla anguilla) estavam contaminadas 

por corantes em 77% dos locais amostrados. A presença destes compostos nestes 

animais pode constituir uma ameaça à vida desta espécie criticamente ameaçada de 

extinção, além de as tornarem impróprias para o consumo (BELPAIRE et al., 2015). 

Nos ecossistemas terrestres, os azo corantes são conhecidos por seus efeitos 

sobre os vegetais, inibindo sua germinação, afetando o crescimento de plantas, 

prejudicando a sobrevivência das mudas e o alongamento das raízes 

(PUVANESWARI et al., 2006).  

Os azo corantes também têm sido apontados por sua atividade anti 

estrogênica, agindo como desreguladores endócrinos, o que aumenta a 

preocupação com seu uso (BAZIN et al., 2012). Além disso, esses compostos 

podem induzir alterações morfológicas em espermatozóides, redução da fertilidade e 
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de células germinativas, ocasionando danos no DNA em células testiculares, como 

observado por meio da administração dos corantes Disperse Red 1 e Congo Red em 

roedores (GRAY et al., 1992; FERNANDES; BUSTOS-OBREGON; SALVADORI, 

2015). 

É importante considerar ainda que a biotransformação dos azo corantes pode 

gerar compostos de elevada toxicidade, como aminas e benzidinas, com potencial 

mutagênico (GUARATINI; ZANONI, 2000). O homem está exposto a aminas 

aromáticas provenientes de azo corantes por meio da metabolização destes 

compostos, realizada pela microbiota intestinal ou cutânea (BAFANA; DEVI; 

CHAKRABARTI, 2011). Piolatto et al. (1991), por exemplo, em um estudo com 

trabalhadores expostos a corantes à base de benzidina, verificaram um aumento de 

30 vezes nos casos de câncer de bexiga e um aumento menor para câncer do trato 

digestório e respiratório.  

A União Europeia baniu o uso de azo corantes à base de benzidina desde 

2003 (UNIÃO EUROPEIA, 2002; GOLKA; KOPPS; MYSLAK, 2004). No entanto, 

países como Brasil, México e Argentina não cessaram a produção destes corantes 

(GUARATINI; ZANONI, 2000). A benzidina, por exemplo, já foi detectada em 

efluentes têxteis de empresas localizadas no Brasil, indicando que estes compostos 

ainda estão presentes nos processos de tingimento (MAZZO et al., 2006). Outro 

fator agravante com relação aos azo corantes é sua capacidade de bioacumulação e 

biomagnificação ao longo da cadeia alimentar, causando danos em diferentes níveis 

tróficos (WEISBURGER, 2002). 

Outros estudos, como o de Novotný et al. (2006), avaliaram a toxicidade de 

quatro corantes (dois azo e dois antraquinona) e observaram que o corante 

antraquinona Disperse Blue 3,  foi o mais tóxico para a bactéria Vibrio fischeri, a alga 

Pseudokirchneriella subcapita e o protozoário ciliado Tetrahymena pyriformis, além 

de induzir efeitos mutagênicos em Salmonella typhimurium. Por outro lado, Wang et 

al. (2009), ao investigarem a toxicidade de 14 derivados de corante do tipo 

antraquinona, observaram que nenhum foi tóxico para Daphnia magna em condições 

de ausência de luz, mas, em sua presença, 11 dessas substâncias induziram 

toxicidade aguda ao microcrustáceo. 

Os corantes do tipo antraquinona também estão relacionados a efeitos 

adversos, como é o caso de Disperse Blue 1, que está diretamente associado ao 

câncer de bexiga urinária em animais (NATIONAL TOXICOLOGY PROGRAM, 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653505011380
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2011). Outros estudos, como o de Chaudhari et al. (2017), demonstraram que o 

corante antroquinona Reactive Blue 4 reduz a taxa de crescimento da raiz e 

germinação da planta Triticum sp., a viabilidade de queratinócitos humanos (células 

HaCat) e células epiteliais de peixe, assim como induz genotoxicidade em linfócitos 

e queratinócitos humanos e células epiteliais de peixe, a partir da oncentração de 

0.01 mg/L. Além disso, os corantes do tipo antraquinona são mais resistentes aos 

processos de biodegradação quando comparado aos azo corantes (HOLKAR et al., 

2014). Dessa forma, os corantes são um risco para os organismos aquáticos e 

terrestres, bem como para os seres humanos (GHALY et al., 2014). 

 

1.4 Corantes estudados 

Apesar do grande número de corantes disponíveis, de seu crescente emprego 

em diferentes setores e do consequente lançamento de elevada quantidade de 

resíduos principalmente nos ecossistemas aquáticos, estudos sobre a toxicidade 

dessas substâncias ainda são escassos (CROCE et al., 2017) e poucos trabalhos 

mensuraram a concentração de corantes em corpos d’água (MATHIEU-

DENONCOURT et al., 2014). Em uma pesquisa realizada no rio Yamaska, Quebec, 

Canadá, os autores Maguire e Tkacz (1991) detectaram 15 corantes em amostras de 

água, sedimento e sólidos em suspensão, identificando apenas Disperse Blue 26, 

Disperse Blue 79 e Disperse Red 60 (objeto de estudo) em concentrações que 

variaram entre 3-17 µg/L. No Brasil, também já foram detectados corantes dispersos, 

como Disperse Red 1, Disperse Blue 373 e Disperse Violet 93, em amostras 

provenientes do Ribeirão dos Cristais e do Rio Piracicaba, sendo que a 

concentração destes compostos variou de 0,002 a 3,5 µg/L (CARNEIRO et al., 2010; 

ZOCOLO et al., 2015). 

Dentre os diferentes tipos de corantes, a presente pesquisa enfatizou a 

análise dos efeitos de Disperse Red 60, Disperse Red 73 e Disperse Red 78. 

Excetuando-se o Disperse Red 60, o qual já foi identificado em corpos de água no 

Canadá (MAGUIRE; TKACZ, 1991) e em efluentes no Brasil (ZANONI, comunicação 

pessoal, 2014), para os demais não existia registro de dados sobre ocorrência dos 

mesmos no ambiente. Embora o potencial de toxicidade dos três corantes seja 

reconhecido pelas suas características, são raros os registros em literatura sobre 

seus efeitos deletérios na saúde humana e dos ecossistemas, o que justificou a 

realização da presente pesquisa. 
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Adicionalmente, os corantes Disperse Red 73 e Disperse Red 78 foram 

selecionados pela semelhança estrutural entre as estruturas químicas, buscando 

avaliar se pequenas diferenças estruturais são capazes de alterar a toxicidade do 

composto. A única diferença entre eles é a presença de um grupamento ciano (CN) 

na posição 2 do primeiro anel aromático no corante Disperse Red 73 ao invés de um 

átomo de cloro (Cl) , encontrado no Disperse Red 78 (Figura 1).   

 

Figura 1 - Características e estruturas moleculares dos corantes têxteis avaliados. 
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1.5 Ensaios de toxicidade  

1.5.1 Ensaio de inibição da luminescência com Vibrio fischeri 

Os ensaios ecotoxicológicos são ferramentas muito úteis na identificação de 

impactos ambientais e têm se mostrado uma alternativa importante para a avaliação 

global da contaminação aquática. Esses ensaios são caracterizados como 

complementos ideais para as análises químicas de identificação e avaliação da 

toxicidade, pois mensuram mudanças na fisiologia, no metabolismo ou no 

comportamento dos organismos vivos resultantes de estresse induzidos por 

compostos químicos ou biológicos (MA et al., 1999; GIROTTI et al., 2008).  

Estes ensaios comumente são classificados como agudos ou crônicos, 

diferindo entre si pela duração e pelas respostas avaliadas. Os ensaios de toxicidade 

aguda mensuram os efeitos severos, como imobilidade ou mortalidade dos 

organismos expostos ao contaminante por um curto período de tempo, geralmente 

de 24 a 96 horas, para ensaios com organismos aquáticos. Por outro lado, os 

ensaios crônicos avaliam os efeitos decorrentes de exposições a concentrações 

subletais do agente tóxico por todo ou parte do ciclo de vida do organismo. Nestes 

ensaios é possível avaliar os efeitos de concentrações que não afetam a 

sobrevivência dos organismos, mas podem comprometer outras funções biológicas, 

como reprodução e crescimento, por exemplo (ARAGÃO; ARAÚJO, 2006; COSTA et 

al., 2008).  

Diferentes organismos podem ser empregados na avaliação da toxicidade. No 

entanto, é importante apresentar algumas características como seletividade e 

sensibilidade constante aos contaminantes, elevada disponibilidade e abundância, 

estabilidade genética, representatividade no seu nível trófico, importância ambiental 

e comercial, facilidade de cultivo e manutenção em laboratório e, finalmente, ter a 

sua biologia conhecida. Dentre os organismos teste, as bactérias, algas, crustáceos 

e peixes são mais os mais utilizados e difundidos (COSTA et al., 2008). Neste 

estudo, não foram realizados ensaios com algas, por isso as seções seguintes 

tratam apenas de ensaios com bactérias, crustáceos e peixes. 

Vibrio fischeri é uma bactéria marinha luminescente internacionalmente usada 

e padronizada em ensaios de toxicidade (FARRÉ et al., 2001). A luminescência é 

produto da respiração celular e de processos metabólicos, os quais são 

influenciados pela presença de diversas substâncias tóxicas, que podem interagir 

em diferentes níveis celulares, como membrana celular, cadeia de transporte de 
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elétrons e constituintes citoplasmáticos. Essas interações podem levar à redução da 

luminescência de espécies como a bactéria marinha Vibrio fischeri, com a 

possibilidade de mensuração (Figura 2). Esse ensaio é um bom indicador de 

atividade metabólica, apresenta boa correlação com muitos testes de toxicidade in 

vivo e tem sido utilizado como o primeiro teste em uma bateria de ensaios na 

avaliação da toxicidade, devido principalmente ao tempo de análise (5-30 minutos), 

sensibilidade, reprodutibilidade, baixo custo e pequena amostra requerida, auxiliando 

na identificação de compostos tóxicos (MA et al., 1999; BIZANI et al., 2006; 

PARVEZ; VENKATARAMAN; MUKHERJI, 2008; GIROTTI et al., 2008, BONNET et 

al., 2008; BRIX et al., 2009; FERRAZ; GRANDO; OLIVEIRA, 2011). 

 

Figura 2 - Representação do ensaio de inibição da luminescência de Vibrio fischeri 

 

Fonte: https://dnr.mo.gov/env/esp/wqm/images/microtox2.JPG (acesso em 2017) 

 

1.5.2 Ensaio com microcrustáceos zooplanctônicos 

Microcrustáceos zooplanctônicos estão entre os grupos mais sensíveis a 

agentes estressores (GUTIERREZ; PAGGI; GAGNETEN, 2012). Dentre os 

microcrustáceos, os cladóceros são globalmente utilizados como organismos teste 

em avaliações ecotoxicológicas, principalmente pelo pequeno tamanho, 

sensibilidade a várias substâncias tóxicas, reprodução partenogenética, ampla 

distribuição, elevada densidade e rápido crescimento populacional (SARMA; 

NANDINI, 2006). Daphnia e Ceriodaphnia (Crustacea, Cladocera), comumente 

chamadas de pulga d’água, são organismos filtradores que se alimentam de algas, 

bactérias e matéria orgânica. São encontrados em ambientes aquáticos e ocupam 

uma importante posição na cadeia alimentar, pois constituem uma das principais 

https://dnr.mo.gov/env/esp/wqm/images/microtox2.JPG
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fontes de alimento para peixes e invertebrados predadores. Além disso, tem 

importante papel no controle populacional de algas, que podem interferir na 

qualidade dos corpos d’água (TATARAZAKO; ODA, 2007). Logo, dafinídeos são 

espécies chave em ecossistemas lênticos (MOST et al., 2015). 

Esses organismos se reproduzem partenogeneticamente, no entanto, em 

condições desfavoráveis ou de estresse, como falta de alimento, superpopulação ou 

mudanças ambientais, podem aparecer ovos de resistência e machos 

(DOMINGUES; BERTOLETTI, 2006). 

Muitas espécies do gênero Daphnia são empregadas nos ensaios de 

toxicidade, sendo que Daphnia magna é a mais utilizada. No Brasil, a espécie 

Daphnia similis tem sido amplamente empregada na avaliação da toxicidade aguda 

de diferentes compostos e amostras ambientais (Figura 3). Embora essa espécie 

não ocorra naturalmente em nosso país, ela é facilmente cultivada sob as condições 

de laboratório e apresenta sensibilidade muito semelhante à Daphnia magna 

(BURATINI; BERTOLETTI; ZAGATTO, 2004; COSTA et al., 2008).  Os ensaios de 

toxicidade aguda com Daphnia similis mensuram os valores de concentração que 

causam efeitos, como a imobilidade, em 50% dos organismos expostos após um 

período de 24 ou 48 horas (ABNT, 2016).  

 

Figura 3 - Exemplar de Daphnia similis 

 
 

Fonte:http://www.aplysia.com.br/pt/servicos/areas/ecotoxicologia/15-ensaios-ecotoxicologicos/ 

 

1.5.3 Ensaios com Danio rerio (zebrafish) 

Os peixes apresentam características relevantes que permitem seu uso como 

organismo-teste, além da sua importância ecológica e econômica. Esses organismos 

podem absorver os contaminantes diretamente pela água através da derme e 

brânquias ou ainda pela ingestão de alimentos contaminados, podendo ocorrer 
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bioacumulação nos tecidos (RAND; WELLS; MCCARTY, 1995). Dentre os diferentes 

peixes empregados como organismo-teste, a espécie Danio rerio ou zebrafish tem 

recebido destaque, não somente em ensaios ecotoxicológicos que visam a saúde 

dos ecossistemas e manutenção de sua diversidade e processos ecológicos 

associados, mas também em testes relacionados à proteção da saúde humana. 

Danio rerio é um teleósteo, com tamanho entre 3-4 cm, tropical de água doce 

pertencente à família Cyprinidae. Seu corpo apresenta listras pretas e brancas e os 

machos são comumente mais delgados e escuros que as fêmeas (LAWRENCE, 

2007; SPENCE et al., 2008) (Figura 4). 

 

Figura 4 - Exemplares de Danio rerio 

 

Fonte: https://www.ufrgs.br/ecotox/wp-content/uploads/Figuras/couple-danio-rerio.jpg 

 

Segundo os princípios dos 3R (Reduction, Replacement, Refinement) 

publicado por Russel e Burch em 1959, os experimentos devem utilizar o menor 

número de animais, substituir sempre que possível o uso de vertebrados e empregar 

técnicas que minizam a dor, sofrimento ou estresse, por isso, nas últimas décadas, 

tem-se buscado métodos alternativos à experimentação animal (BRAUNBECK et al., 

2005; SCHOLZ et al., 2013). Cabe ressaltar ainda que a atual legislação europeia 

considera os ensaios com os estágios iniciais de desenvolvimento de zebrafish (até 

96 hpf)um método alternativo à experimentação animal, uma vez que, nesta fase, 

não é necessária alimentação exógena (DIRECTIVE 2010/63/EU).  

 

1.5.3.1 Teste de embriotoxicidade (FET) 

Zebrafish tem sido o principal modelo para estudar os processos de 

desenvolvimento em vertebrados devido ao rápido desenvolvimento embrionário, 

transparência dos embriões, tamanho pequeno, facilidade de manutenção em 
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laboratório, produção de grande número de embriões, dentre outras características 

(GLASS; DAHM, 2004; LIU et al., 2007).  Além disso, o genoma do zebrafish está 

completamente caracterizado e, de acordo com um artigo publicado na revista 

Nature em 2013, aproximadamente 70% dos genes humanos estão relacionados 

aos genes encontrados em zebrafish (HOWE et al., 2013). Com isso, esse 

organismo tem sido amplamente empregado como modelo no estudo de doenças 

humanas (GOLDSMITH, 2004; LIESCHKE; CURRIE, 2007; XU; ZON, 2010; 

SANTORIELLO; ZON, 2012). 

O teste com embriões de peixes (Fish Embryo Toxicity, FET) tem sido 

considerado uma alternativa aos ensaios com peixes adultos, pois sabe-se que as 

fases iniciais do desenvolvimento dos peixes, embrionária e larval, são mais 

sensíveis quando comparadas com organismos adultos (BOURRACHOT; SIMON; 

GILBIN, 2008; BELANGER, BALON; RAWLINGS, 2010). Adicionalmente, o 

crescimento destes organismos pode ser avaliado e a duração da exposição é 

menor do que ensaios que envolvem o ciclo de vida, tornando este método mais 

prático na avaliação de uma variedade de compostos (PARROTT; BARTLETT E 

BALAKRISHNAN, 2016). 

O ensaio de embriotoxicidade com peixes (FET) foi proposto por Nagel (2002) 

com a premissa de monitoramento diário dos organismos, desde a exposição dos 

ovos até a fase larval, observando parâmetros de letalidade, subletalidade e 

teratogenicidade, como coagulação, batimentos cardíacos, desprendimento da 

cauda, formação dos somitos, circulação sanguínea, desenvolvimento dos olhos, 

inflação da bexiga natatória, malformações, escoliose, dentre outros (Figura 5). 

 

Figura 5 - Estágios de desenvolvimento de Danio rerio 

 

Fonte: Adaptado de He et al. (2014) 
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Ainda há poucos registros na literatura sobre os efeitos tóxicos de corantes 

em embriões e larvas de Danio rerio. Até a data de entrega da tese foram 

encontrados apenas sete artigos científicos relatando estes efeitos, sendo 5 do 

nosso grupo de pesquisa, como descrito na Tabela 1.  
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Tabela 1 - Toxicidade de corantes a embriões e larvas de Danio rerio publicados em 

periódicos até dezembro de 2017 

Corante Classe Efeito tóxico Referência 

HC Orange Fenólico Letalidade, gastrulação incompleta, ausência de 

movimentos espontâneos, não desenvolvimento 

dos otólitos e melanócitos e alteração na eclosão 

Liu et al. (2007) 

Basic 

Violet 14 

Trifenilmetano 

 

Atraso na absorção do saco vitelínico e inflação da 

bexiga natatória; hepatotoxicidade 

Shen et al. (2015) 

 

Direct Red 

28 

Azo 

 

Atraso na absorção do saco vitelínico e inflação da 

bexiga natatória 

Shen et al. (2015) 

Acid Red 

26 

Azo 

 

Atraso na absorção do saco vitelínico e inflação da 

bexiga natatória; toxicidade cardiovascular 

Shen et al. (2015) 

Direct 

Black 38 

Azo 

 

Não inflação da bexiga natatória e cauda curva Oliveira et al. 

(2016) 

Reactive 

Blue 15 

Cobreftalocianina 

 
Não inflação da bexiga natatória Oliveira et al. 

(2016) 

Reactive 

Orange 16 

Azo 

 

Atraso na eclosão e inflação da bexiga natatória Oliveira et al. 

(2016) 

Vat Green 

3 

Antraquinona 

 

Edema do saco vitelínico e não inflação da bexiga 

natatória 

Oliveira et al. 

(2016) 

Acid Black 

210 

Azo Sem efeitos observados nas condições avaliadas Rocha et al 

(2017) 

Basic Red 

51 

Azo 

 

Saco vitelínico anormal, alteração do 

comportamento natatório, aumento da atividade da 

GST e CAT, aumento da GT, peroxidação lipídica, 

redução da EC e  aumento da AEC 

Abe at al. 

(2017a); Abe et 

al. (2017b) 

Abe et al (2017c) 

 

Eritrostomi

noma 

Naftoquinona 

 

Saco vitelínico anormal, edema no saco vitelínico e 

de pericárdio, alteração do comportamento 

natatório, aumento da atividade da GST, 

peroxidação lipídica, redução da EC, aumento da 

AEC e redução da atividade da AChE 

Abe at al. 

(2017a); Abe et 

al. (2017b) 

Abe et al (2017c) 

GST: glutationa S-transferase 

CAT: catalase 

GT: glutationa total 

 

EC: energia consumida  

AEC: alocação de energia 

celular  

AChE: acetilcolinesterase 
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1.5.3.2 Ensaios de comportamento 

A locomoção de zebrafish tem sido utilizada como endpoint na avaliação da 

neurotoxicidade e toxicidade subletal de poluentes, pois sabe-se que a velocidade 

de natação está associada a atividade de neurotransmissores, bioacumulação, 

produção de energia e alterações na locomoção podem envolver depleção de 

oxigênio, incapacidade de remover metabólitos, processos enzimáticos, dentre 

outros (ANDRADE et al., 2016; HENRIQUES et al., 2016). 

Alterações no comportamento causadas por substâncias tóxicas podem 

modificar funções ecológicas. Por isso, elas devem ser vistas como sinais de alerta 

de estresse, já que os organismos afetados apresentam atividade reduzida na busca 

de alimento e refúgios, assim como comprometimento na fuga de predadores 

(BURGESS; GRANATO, 2007; RODRIGUES et al., 2016). Adicionalmente, 

alterações no desenvolvimento, como a não inflação da bexiga natatória e 

malformações no saco vitelínico, processos de detoxificação e danos neurológicos 

podem alterar o comportamento dos organismos (MACPHAIL et al., 2009; 

ANDRADE et al., 2016, ABE et al., 2017a). 

Os ensaios comportamentais que utilizam um sistema de monitoramento de 

alto rendimento realizam uma varredura do movimento dos organismos por gravação 

de vídeo, fornecendo informações como distância percorrida, tempo e velocidade de 

natação (Figura 6). 

 

Figura 6 - Larvas de Danio rerio com 144 horas pós fertilização em placas de cultura 

 
Fonte: próprio autor 

 

1.5.3.3 Ensaio com biomarcadores bioquímicos 

Um marcador bioquímico pode ser definido como um parâmetro biológico que 

se altera como resposta à exposição a determinados toxicantes, indicando uma 
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modificação no estado normal do organismo, sendo muito sensíveis quando 

comparados a outros endpoints como letalidade, por serem os primeiros a 

responderem frente a alterações ambientais. Além disso, a avaliação de 

biomarcadores pode auxiliar na previsão de mudanças no nível populacional 

(CHAMBERS et al., 2002; VASSEUR; COSSU-LEGUILLE, 2003).  

Estudos têm mostrado que alterações em biomarcadores bioquímicos podem 

ocorrer em concentrações muito menores comparadas com os ensaios de 

desenvolvimento de zebrafish, tornando esta ferramenta muito importante na 

avaliação dos efeitos tóxicos de diferentes contaminantes (OLIVEIRA et al. 2009; 

ANDRADE et al., 2016). Adicionalmente, sabe-se que os corantes também são 

capazes de modificar biomarcadores bioquímicos em larvas de zebrafish (ABE et al., 

2017b; ABE et al., 2017c).  

As colinesterases estão entre os marcadores bioquímicos mais avaliados, 

especialmente para identificação de compostos neurotóxicos (HABIG; DIGIULIO, 

1991; OLSEN et al., 2001), apresentando duas funções principais: atuando nas 

sinapses colinérgicas por meio da rápida hidrólise do neurotransmissor acetilcolina 

no sistema nervoso central e periférico e em alguns tecidos não colinérgicos, no 

processo de degradação de xenobióticos (Figura 7).  

 

Figura 7 - Reação de hidrólise da acetilcolina 

 

 

 

Em vertebrados, há dois tipos de colinesterases: acetilcolinesterase e 

butirilcolinesterases ou pseudocolinesterase, diferindo na especificidade com o 

substrato (HAREL et al., 1992; LETICIA; GERARDO, 2008). Em peixes, a 

acetilcolinesterase é predominante nos tecidos cerebrais e musculares, já a 

butirilcolinesterase está presente principalmente no fígado e plasma (HABIG; 

DIGIULIO, 1991). Há apenas um registro na literatura mostrando que um corante 

natural (eritrostominoma) é capaz de alterar a atividade da acetilcolinesterase em 
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embriões. Neste trabalho, o corante reduziu a atividade da enzima, culminando 

numa redução da atividade locomotora desse organismo (ABE et al., 2017c). 

A metabolização dos xenobióticos envolve reações de fase I e fase II com o 

intuito de facilitar a excreção dos compostos, aumentando a hidrossolubilidade. A 

fase I envolve reações de oxidação, redução e hidrólise e confere polaridade por 

expor ou inserir grupamentos amina, carboxila, hidroxila e sulfidrila. Já as reações de 

fase II envolvem glicuronidação, sulfatação, acetilação, metilação e conjugação com 

glutationa e aminoácidos, incorporando cofatores endógenos aos compostos 

resultantes da fase I (OGA; FARSKY; MARCOURAKIS, 2014).   

A enzima glutationa-S-transferase está envolvida na biotransformação de 

compostos, catalisando a conjugação da glutationa com os xenobióticos, auxiliando 

na formação de produtos menos tóxicos e mais hidrossolúveis. A glutationa é 

formada por três aminoácidos: glicina, ácido glutâmico e cisteína. Ela previne as 

reações entre o contaminante e compostos neutrofílicos teciduais, como lipídeos, 

proteínas e DNA. A medida da atividade desta enzima é bastante empregada para 

avaliação de ambientes contaminados (HYNE; MAHER, 2003). É importante 

ressaltar que se os níveis de glutationa estiverem reduzidos no organismo pode 

ocorrer um aumento da toxicidade de substâncias que originam metabólitos reativos, 

como radicais livres, podendo ocasionar estresse oxidativo e peroxidação lipídica 

(OGA; FARSKY; MARCOURAKIS, 2014).    

A peroxidação lipídica é um dos processos que mais contribui para perda da 

função celular em situações de estresse oxidativo, podendo causar o rompimento 

das membranas celulares, alterar a permeabilidade e causar desequilíbrio da 

energia celular (STOREY, 1996). Ácidos graxos poli-insaturados são susceptíveis à 

ação das espécies reativas de oxigênio e nitrogênio. Nestas situações, um radical 

pode retirar um átomo de hidrogênio dos ácidos graxos, formando um radical lipídico 

que poderá interagir com O2 e formar um radical peroxil. Quando estas reações 

ocorrem em cascata, ocorre a oxidação das membranas (ESTERBAUER, 1974). 

Ainda no intuito de proteger as células contra os danos causados pelas 

espécies reativas, os organismos possuem o sistema enzimático (SIES, 1993). A 

atividade destas enzimas também pode ser aumentada ou diminuída na presença de 

contaminantes. A catalase é uma hemeproteína presente nos peroxissomos que tem 

importante papel na defesa das células contra espécies reativas de oxigênio, pois 
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atua contra a formação destas espécies, convertendo peróxido de hidrogênio em 

água e oxigênio (HEBBEL, 1996; JEMEC et al. 2010).  

Além dos indicadores enzimáticos, também é possível avaliar os efeitos dos 

contaminantes sobre o equilíbrio energético dos indivíduos, sendo que o 

metabolismo energético tem papel fundamental na sobrevivência e funcionamento 

dos organismos, bem como na sua capacidade de tolerância e adaptação ao 

estresse.  Ao ser afetado, o organismo necessitará de uma energia adicional para se 

recuperar e manter suas atividades (SOKOLOVA et al., 2012). 

A avaliação das reservas e do consumo de energia pode ser empregada para 

compreender os efeitos de longo prazo, pois os processos de desintoxicação, 

consumo e assimilação de alimento e alterações metabólicas podem modificar 

também a homeostase energética dos organismos, alterando a quantidade de 

proteínas, carboidratos, lipideos e atividade do sistema de transporte de elétrons 

(GRAVATO et al. 2014; CAMPOS et al., 2017).  

Fatores como deficiência de oxigênio, salinidade, temperatura, acidificação 

dos oceanos e poluição são conhecidos por alterarem o balanço energético das 

espécies (SOKOLOVA et al., 2012). A avaliação destes parâmetros energéticos 

pode auxiliar na previsão do desenvolvimento e crescimento dos organismos 

(RODRIGUES et al., 2017). 

 

1.5.4 Ensaios de mutagenicidade com Salmonella typhimurium 

Uma substância pode ser definida como genotóxica quando é capaz de 

interagir com o DNA diretamente ou após ativação metabólica, causando danos na 

estrutura e/ou função da molécula de DNA (WEISBURGER, 1999). Quando ocorre 

um dano no material genético, a célula interrompe seu ciclo celular e tenta se 

recuperar da lesão por meio do sistema de reparo. Se houver sucesso no reparo, o 

ciclo celular prossegue. Porém, se houver falhas, a célula pode ser conduzida à 

senescência, apoptose ou mutação, que pode resultar em carcinogênese 

(HOUTGRAAF; VERSMISSEN; GIESSEN, 2006).  

A mutação é uma alteração no material genético, que pode ocorrer em células 

somáticas ou germinativas, transmitida para as células-filhas ou para a prole, 

respectivamente, podendo ocorrer de forma espontânea ou induzida por mutágenos 

(MACHADO-SANTELLI; SIVIERO, 2008; BENIGNI; BOSSA, 2011). Ela ocorre em 

todos os seres vivos, sendo um importante fator no processo de evolução e 
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diversidade das espécies. Contudo, os agentes mutagênicos são capazes de 

acelerar ou aumentar o aparecimento de mutações que podem acarretar efeitos 

deletérios (RIBEIRO; MARQUES, 2003).  

As mutações podem ser cromossômicas, em que ocorrem alterações 

estruturais ou numéricas nos cromossomos, ou gênicas, que são consideradas 

pequenas alterações na sequência do DNA, confinadas em um único gene, como 

substituições, adições ou deleções. Esse tipo é também conhecido como mutação 

de ponto (PRESTON; HOFFMANN, 2012). 

O ensaio de mutagenicidade empregando Salmonella typhimurium, também 

conhecido como teste de Ames ou teste Salmonella/microssoma, é capaz de 

detectar mutações gênicas. É mundialmente utilizado para determinação do 

potencial mutagênico de novas drogas e substâncias químicas, devido à sua rápida 

resposta (MORTELMANS; ZEIGER, 2000), sendo também bastante empregado para 

análise de amostras ambientais (ar, água, solos e sedimentos) e resíduos (JARVIS 

et al., 1996). Além da curta duração, o ensaio possui alto valor preditivo para 

carcinogenicidade em roedores quando uma resposta mutagênica é obtida (60,3% 

dos casos), de acordo com o último estudo realizado pelo National Toxicology 

Program para 541 compostos (KIRKLAND et al., 2005).  

As linhagens de Salmonella utilizadas no teste de Ames pertencem ao grupo 

de Enterobactérias capazes de produzir azo e nitroredutases (UMBUZEIRO et al., 

2005). Cada linhagem apresenta sensibilidade específica para diferentes classes de 

mutágenos. Desse modo, a combinação delas permite identificar diversos agentes 

que podem interagir com o DNA (BENIGNI; BOSSA, 2011). As linhagens TA98 e 

TA100 são comumente utilizadas para a triagem de amostras e são capazes de 

detectar compostos que causam deslocamento do quadro de leitura e substituição 

de pares de base, respectivamente. A combinação destas linhagens na presença e 

ausência de sistema exógeno de metabolização é capaz de detectar 90% dos 

mutágenos (MORTELMANS; ZEIGER, 2000). As características genéticas destas 

linhagens estão descritas na Tabela 2. 
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Tabela 2 - Características genéticas das linhagens de Salmonella typhimurium empregadas 

nos ensaios de mutagenicidade deste projeto de pesquisa 

Linhagem Genótipo Tipo de mutação Referências 

TA98 hisD30521; rfa2; Δbio3; Δuvrb4; 

pkm101 (Apr)5 

Deslocamento do 

quadro de leitura 

Maron e 

Ames (1983) 

TA100 hisG461; rfa2; Δbio3; Δuvrb4; 

pkm101 (Apr)5 

Substituição de pares 

de base 

Maron e 

Ames (1983) 

1 mutação responsável pela síntese de 

histidina 
2 permeabilidade da membrana de 

lipopolissacarídeos 

3 dependência à biotina 

4 deleção do gene uvrB 
5 resistência a ampicilina 

 

Algumas substâncias precisam ser metabolizadas para apresentarem atividade 

mutagênica. Em humanos e animais superiores o sistema de oxidação metabólica 

citocromo P450 é capaz de biotransformar diversos compostos que, por sua vez, 

podem reagir com o DNA. Contudo, bactérias não possuem essa capacidade 

metabólica. Logo, é importante mimetizar esse sistema nos ensaios com bactérias, 

através da adição de sistema de metabolização exógena (mistura S9) (MARON; 

AMES, 1983; MORTELMANS; ZEIGER, 2000).  
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2. HIPÓTESE E OBJETIVOS DA PESQUISA  

2.1  Hipótese  

Diante do potencial dos corantes dispersos causarem toxicidade em 

diferentes organismos, assim como das características dos corantes estudados, a 

hipótese desta pesquisa foi de que os corantes Disperse Red 60, Disperse Red 73 e 

Disperse Red 78 causam alterações na sobrevivência, desenvolvimento, 

comportamento, biomarcadores bioquímicos e material genético, afetando os 

organismos em diferentes níveis de organização biológica.  

 

2.2  Objetivo Geral 

O objetivo geral desta pesquisa foi avaliar os efeitos ecotoxicológicos e 

genotóxico causados pela exposição de organismos de diferentes níveis tróficos a 

três corantes dispersos, sendo 1 antraquinona e 2 azo, representados 

respectivamente por Disperse Red 60, Disperse Red 73 e Disperse Red 78.  

 

2.3  Objetivos Específicos 

Para atingir o objetivo geral, os seguintes objetivos específicos foram 

cumpridos:  

a) Avaliação da toxicidade aguda dos corantes DR60, DR73 e DR78 por meio do 

ensaio de redução da bioluminescência de Vibrio fischeri; 

b) Avaliação da ecotoxicidade dos corantes DR60, DR73 e DR78 empregando 

ensaios de toxicidade aguda com a espécie Daphnia similis;  

c) Avaliação dos efeitos letais, subletais e teratogênicos dos corantes DR60, 

DR73 e DR78 sobre embriões e larvas de Danio rerio; 

d) Avaliação do comportamento de larvas de Danio rerio expostas aos corantes 

DR60, DR73 e DR78; 

e) Avaliação de alterações bioquímicas e energéticas em larvas de Danio rerio 

expostos aos corantes DR60, DR73 e DR78 e 

f) Avaliação da mutagenicidade dos corantes DR60, DR73 e DR78 empregando 

o ensaio com Salmonella typhimurium. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Corantes estudados  

 As concentrações dos corantes que foram utilizadas nos diferentes ensaios 

de toxicidade foram determinadas com base na solubilidade e em literatura 

estabelecidas para outros corantes, uma vez que não havia registros das mesmas 

no início desta pesquisa. Adicionalmente, como padronizado para estudos 

ecotoxicológicos, foram realizados ensaios preliminares para cada um dos 

organismos-teste e tipos de ensaios utilizados, visando estabelecer uma faixa de 

concentrações, a partir da qual foram definidas as concentrações-teste finais. Para 

cada organismo-teste, a concentração definida para o estudo é informada no item 

correspondente ao ensaio de toxicidade, descritos a seguir. 

 

3.2  Ensaio de toxicidade aguda com Vibrio fischeri 

Os ensaios de inibição da luminescência de Vibrio fischeri foram realizados 

segundo a Norma ABNT NBR15411-3:2012 (ASSOCIAÇÃO BRASILEIRA DE 

NORMAS TÉCNICAS, 2012), com o equipamento Analisador de Toxicidade Sistema 

Microtox Modelo 500, Software Microtox Omni (Azur Environmental, USA) na 

CETESB de Ribeirão Preto, sob supervisão do Dr. Eduardo Angelino Savazzi. Para 

este ensaio utilizou-se uma cultura liofilizada da bactéria marinha bioluminescente 

Vibrio fischeri, contendo 108 células por ampola, estocadas em freezer (entre -25 e -

20°C).  

Inicialmente, foi realizado um ensaio de sensibilidade do organismo teste com 

sulfato de zinco heptahidratado (controle positivo) nas concentrações de 0,77; 1,55; 

3,09; 6,19; 12,38; 24,75 e 49,50 mg/L. A bactéria foi ressuspendida com a solução 

de reconstituição e a luminescência foi mensurada antes e após 15 minutos de 

contato entre o organismo e as diluições do sal. Os resultados foram expressos em 

CE50 (Concentração Efetiva da amostra capaz de reduzir 50% da luminescência dos 

organismos expostos).  

Posteriormente, a bactéria foi exposta a sete concentrações dos corantes DR 

60, DR 73 e DR 78: 0,14; 0,28; 0,56; 1,12; 2,25; 4,50 e 9,00 mg/L. Os corantes foram 

solubilizados em dimetilsulfóxido e posteriormente testados utilizando a 

concentração máxima de solvente de 0,01% em solução de cloreto de sódio 2% 

(m/v). O controle negativo foi composto de 0,01% de DMSO em solução de cloreto 

de sódio 2% (m/v). O ensaio foi realizado em temperatura constante de 15°C e 
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empregou-se o protocolo “90,0% Basic Test” (AZUR ENVIRONMENTAL, 1998). A 

luminescência da bactéria foi mensurada antes do contato com os corantes e após 

15 minutos de contato.  

As amostras de corantes comumente apresentam forte coloração, que podem 

interferir na leitura da luminescência, sendo necessário realizar o procedimento de 

correção da cor. Nesse procedimento, realizou-se a leitura da absorvância das 

amostras em espectrofotômetro e posteriormente inseriu-se os valores observados 

no programa MicrotoxOmni, que corrigiu a luminescência. Os resultados foram 

expressos em Concentração Efetiva da amostra que causou redução de 20% na 

luminescência dos organismos após quinze minutos de exposição.  

Para validação dos resultados de toxicidade das amostras e controle positivo 

é necessário que o valor do fator de correção (empregado para correção dos valores 

de luminescência) seja igual ou maior que 0,7 e CE50 do sulfato de zinco (controle 

positivo) esteja dentro da faixa de 3,00 a 10,00 mg/L (CETESB, 2001; ABNT, 2012). 

 

3.3  Ensaio de toxicidade aguda com Daphnia similis  

Os ensaios com Daphnia similis foram realizados segundo as recomendações 

da OECD n° 202 (Organisation for Economic Co-operation and Development, 2004), 

no Setor de Laboratórios de Ribeirão Preto da Companhia de Tecnologia e 

Saneamento Ambiental (CETESB), sob supervisão do Dr. Eduardo Angelino 

Savazzi, e no Centro de Recursos Hídricos e Estudos Ambientais (CRHEA), 

Universidade de São Paulo (USP), sob supervisão do Prof. Dr. Evaldo Luiz Gaeta 

Espíndola.  

Os organismos foram mantidos em meio MS na CETESB e meio ASTM no 

CRHEA, sendo que ambos eram alimentados diariamente com 3,2 X 106 células da 

alga Raphidocelis subcapitata e 0,02 mL de solução de alimento composto (ração 

para peixe Tetramin® e levedura) por Daphnia/dia e mantidos em fotoperíodo de 16 

horas sob a temperatura de 20 ± 2°C. A troca do meio de cultivo foi realizada três 

vezes por semana e as culturas foram mantidas no laboratório até a idade de 28 

dias.  

Os ensaios com Daphnia similis foram realizados em dois diferentes meios de 

cultivo, sendo meio de cultivo MS preparado com água destilada e meio de cultivo 

ASTM preparado com água natural de rio coletada em Cachoeira de Emas e cedida 

pela Cetesb de Ribeirão Preto. O uso de água natural de rios para a preparação do 
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meio de cultivo possui vantagens por representarem um cenário mais próximo de 

real, ou seja, de ambientes que realmente podem ser acometidos pelo descarte de 

corantes têxteis.   

A sensibilidade das culturas de Daphnia similis foi avaliada mensalmente com 

cloreto de potássio (KCl).  Nesse ensaio, os organismos foram expostos ao sal nas 

concentrações estabelecidas em cada laboratório, além de controle negativo, meio 

MS ou ASTM. Cada concentração foi avaliada em quadruplicata com cinco 

organismos em cada réplica. Os ensaios foram incubados por 48 horas, com 

fotoperíodo de 16 horas e sem alimentação. Após a fase de exposição, os indivíduos 

foram avaliados visualmente quanto à sua mobilidade e foram contabilizados os 

organismos imóveis, ou seja, incapazes de nadarem após leve agitação da amostra.  

O corante DR 60 foi testado nas concentrações de 0,01; 0,1; 1,0; 10,0 e 20,0 

mg/L nos dois meios de cultivo; o corante DR 73 foi avaliado nas concentrações de 

0,01; 0,1; 0,15; 0,25; 1,0 e 1,5 mg/L em meio ASTM e nas concentrações de 0,1; 

0,12; 0,15; 0,18; 0,2; 0,5 e 1,0 mg/L em meio MS; e o corante DR 78 foi testado nas 

concentrações de 0,01; 0,025; 0,05; 0,75; 0,1 e 0,25 mg/L em meio ASTM e nas 

concentrações de 0,01; 0,02; 0,04; 0,08; 0,1 e 1 mg/L . As concentrações foram 

definidas após a realização de ensaios preliminares e considerando-se ainda a 

solubilidade das amostras (dados não apresentados). Os corantes foram 

solubilizados em dimetilsulfóxido e posteriormente testados utilizando a 

concentração máxima de solvente de 0,01%, segundo as recomendações da OECD 

no 202.   

As neonatas foram expostas a 10 mL de amostra de corantes, controle 

negativo (meio MS ou meio ASTM) e controle do solvente (0,01% de DMSO em 

meio MS ou ASTM). Os ensaios foram realizados em quadruplicata, com cinco 

organismos em cada réplica, incubados por 48 horas, com fotoperíodo de 16 horas e 

sem alimentação. Para a validação dos resultados, a porcentagem dos organismos 

imóveis no controle negativo e controle do solvente não pode exceder 10%.  

Ao final do ensaio, a concentração efetiva que causou imobilidade em 50% 

dos organismos expostos, CE50 48 h, foi calculada através do método estatístico 

Trimmed Spearman Karber, com um intervalo de confiança de 95%, e os resultados 

foram expressos em mg/L (HAMILTON; RUSSO; THURSTON, 1977). 
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3.4  Ensaios de embriotoxicidade com Danio rerio 

Os ensaios com Danio rerio foram realizados durante o estágio de doutorado 

no exterior, no Centro de Estudos do Ambiente e do Mar da Universidade de Aveiro, 

Aveiro, em Portugal, sob a supervisão do Prof. Dr. Carlos Alexandre Sarabando 

Gravato. 

Os organismos adultos foram mantidos em aquários de 3,5 L no equipamento 

ZEBTEC (Tecniplast, Itália), na densidade de 3-6 adultos/litro, a 26 ± 1°C, pH 7,5 ± 

0,5, condutividade de 750 ± 50 µS/cm, oxigênio com saturação de 95%, fotoperíodo 

de 14 horas e alimentados duas vezes ao dia com ração comercial (ZM400 

Granular). O ZEBTEC possui um sistema completo com unidade dedicada para o 

tratamento e monitoramento constantemente a água. 

Para aquisição dos embriões de zebrafish, no dia anterior à realização dos 

ensaios foram adicionadas esferas de vidro (“bolinhas de gude”) nos aquários 

selecionados para reprodução para evitar que os peixes adultos comessem os ovos. 

O acasalamento foi iniciado logo após a iluminação súbita do aquário na manhã 

seguinte. Cerca de 60 minutos após a desova, os ovos foram coletados e 

transferidos para uma placa Petri. Todos os ovos foram analisados em 

estereomicroscópio (SMZ800, Nikon, Japão) e apenas os organismos que 

alcançaram o estágio de blástula foram selecionados para os experimentos. Os ovos 

foram dispostos individual e aleatoriamente em poços de placas para cultura 

contendo 2,0 mL de cada concentração da solução de corante ou controles. Os 

organismos não foram alimentados durante a realização dos experimentos, visto que 

neste período se alimentam do vitelo. 

Cabe ressaltar que o projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de 

Animais da Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirâo Preto, USP (Protocolo 

n°15.1.449.60.8, emitido em 28 de agosto de 2015 - ANEXO 1). 

Os ensaios foram realizados segundo as recomendações da OECD n°236 

(Organisation for Economic Co-operation and Development, 2013). Os tratamentos 

foram compostos por controle negativo (água de cultivo), controle do solvente 

(dimetilsulfóxido 0,01% em água de cultivo), sete concentrações de cada corante e 

controle positivo (3,4 dicloroanilina, 4 mg/L). Os ensaios foram realizados em 

triplicata, cada tratamento foi constituído por 20 embriões e as placas de cultura 

foram mantidas a 26 ± 1°C com fotoperíodo de 14 horas por 144 horas. O corante 

Disperse Red 60 e Disperse Red 73 foram avaliados nas concentrações de 0,01; 
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0,125; 0,25; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 mg/L, enquanto o corante Disperse Red 78 foi 

avaliado nas concentrações de 0,01; 0,3; 0,6; 1,25; 2,5; 5,0 e 10,0 mg/L.  

Os endpoints foram avaliados diariamente segundo OECD n°236 

(Organisation for Economic Co-operation and Development, 2013) e Nagel (2002), 

sendo:  

● Letalidade: ovo coagulado, cauda não desprendida, ausência de 

somitos e batimentos cardíacos. 

● Subletalidade: desenvolvimento dos olhos, movimentos espontâneos, 

circulação sanguínea, pigmentação e inflação da bexiga natatória. 

● Teratogenicidade: malformação na cabeça, otólitos, cauda ou coração, 

escoliose, raquitismo, deformidade no saco vitelínico e alterações no 

crescimento.   

A distinção entre desenvolvimento embrionário normal e anormal foi 

estabelecida de acordo com a descrição da embriogênese de D. rerio publicada por 

Kimmel et al. (1995). Ao final dos experimentos, após avaliar a normalidade e 

homocedasticidade pelos testes Shapiro-Wilk e Bartlett, foi realizada a comparação 

entre as médias de cada tratamento com seus respectivos controles empregando 

ANOVA e teste de Dunnett (nível de significância de 5%).  

 

3.5  Avaliação do comportamento de larvas expostas aos corantes 

dispersos  

Os ensaios de comportamento foram realizados de acordo com Henriques et 

al. (2016) e Abe et al. (2017a). Após o acasalamento dos peixes adultos, os ovos 

viáveis de zebrafish foram dispostos individualmente em placas de 96 poços 

contendo 200 µL de cada concentração subletal da solução de corante e controles. 

As concentrações avaliadas foram definidas a partir dos ensaios de embriotoxicidade 

com Danio rerio (FET). Cada tratamento foi constituído por 20 embriões e as placas 

de cultura foram mantidas a 26 ± 1°C, com fotoperíodo de 14 horas. O tratamento foi 

composto por controle negativo (água de cultivo), controle do solvente 

(dimetilsulfóxido 0,01% em água de cultivo) e quatro concentrações da amostra de 

corante, sendo essas 0,01; 0,125; 0,25 e 0,5 mg/L para os corantes Disperse Red 60 

e Dispere Red 73 e 0,01; 0,3; 0,6 e 1,25 para o corante Disperse Red 78. Após 144 

horas de fertilização, os organismos foram acompanhados em um sistema de 

monitoramento de alto rendimento (Zebrabox® e software Zebralab, ViewPoint Life 
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Science, Lyon, France). O período total de monitoramento foi de 50 minutos, sendo 

os primeiros 10 minutos na ausência de luz para aclimatação, seguido de 2 ciclos de 

luz e escuro intercalados usando iluminação LED para ciclos de luz e ciclos 

infravermelhos para escuridão. A distância mínima de 0,5 mm foi definida como 

inativo e os dados foram obtidos automaticamente a cada 60 segundos (período de 

integração). Ao final os resultados foram estatisticamente avaliados quanto a 

normalidade e homocedasticidade pelos testes Shapiro-Wilk e Bartlett e 

posteriormente foi realizada a comparação entre controles e tratamentos 

empregando ANOVA e teste de Dunnett. Diferenças significativas foram 

consideradas com p<0,05. 

 

3.6  Avaliação dos biomarcadores enzimáticos e reservas energéticas 

em zebrafish expostos aos corantes  

Inicialmente 20 ovos selecionados foram expostos em placas de Petri 

contendo 15 mL de solução de corante ou controles, sendo 8 réplicas por condição 

avaliada. Os tratamentos foram compostos por controle negativo (água de cultivo), 

controle do solvente (dimetilsulfóxido 0,01% em água de cultivo), quatro 

concentrações subletais dos corantes Disperse Red 60 e Disperse Red 73 (0,001; 

0,01; 0,1 e 1 mg/L) e cinco concentrações subletais do corante Disperse Red 78 

(0,001; 0,01; 0,1 e 1 e 10 mg/L). As placas de Petri foram mantidas a 26 ± 1°C, com 

fotoperíodo de 14 horas. Após o período de 96 horas, os organismos foram 

transferidos para microtubos de 2 mL e o conteúdo líquido foi totalmente retirado 

com auxílio de pipeta. Em seguida, os frascos foram submersos em nitrogênio 

líquido para rápido congelamento e transferidos para o freezer -80°C até o momento 

de análise. 

No dia de processamento das amostras, o material contido em cada 

microtubo foi homogeneizado com 1600 µL de água ultrapura utilizando um 

sonicador (Ystral GmbH D-7801 Dottingen) por 10 segundos em banho de gelo.  Ao 

final, o conteúdo foi fracionado em novos microtubos para análise da seguinte 

maneira: 

- 300 µL para análise de lipídeos 

- 300 µL para análise de proteínas de reserva e carboidratos 

- 300 µL para análise de sistema transportador de elétrons (ETS), sendo que 

neste caso, o conteúdo foi misturado com 150 µL de tampão de homogeneização 
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para ETS, centrifugado a 1000 x g, a 4°C por 10 minutos e apenas a fração do 

sobrenadante foi utilizada 

- 200 µL para análise da peroxidação lipídica, sende este conteúdo 

adicionado de 4 µL de 2,6 di-tert-butil-4-metilfenol (BHT) 4% em metanol (v/v) 

- 500 µL para análise de glutationa total, glutationa S-transferase, catalase, 

acetilcolinesterase e determinação de proteínas. Este conteúdo foi centrifugado com 

500 µL de tampão fosfato (0,2M; pH=7,4) a 1000 x g, a 4°C por 20 minutos para 

isolar a fração pós mitocondrial. Dessa forma, o sobrenadante foi distribuído em 

novos microtubos, sendo: 250 µL para glutationa total, 250 µL para glutationa S-

transferase, 60 µL para catalase, 250 µL para acetilcolinesterase e 60 µL para 

determinação de proteínas. 

Ao final deste processamento das amostras, todos os microtubos foram 

estocados em freezer a -80°C. As determinações bioquímicas foram realizadas em 

quadruplicata a 25 °C, empregando o leitor de microplacas Thermo Scientific 

Multiscan Sprectrum.   

 

3.6.1 Determinação de lipídeos 

Inicialmente, o homogenato para quantificação de lipídeos foi misturado com 

clorofórmio, metanol e água, sendo centrifugado a 1000 x g, a 25°C por 5 minutos. A 

fase orgânica foi removida e transferida para um novo microtubo. Posteriormente 

adicionou-se ácido sulfúrico e incubou-se a 200°C por 15 minutos. Após o 

resfriamento das amostras, adicionou-se água e transferiu o conteúdo para 

microplas para em leitura em espectrofotômetro a 375 nm. A tripalmitina foi 

empregada como padrão para a curva de calibração. A metodologia seguiu a 

recomendação de De Coen e Janssen (1997). 

 

3.6.2 Determinação de carboidratos e proteínas totais 

O homogenato separado inicialmente foi acrescido de ácido tricloroacético 

15% e incubado a -20°C por 10 minutos. Posteriormente, as amostras foram 

centrifugadas a 1000 x g, a -4°C por 10 minutos. O sobrenadante foi removido e 

transferido para um novo microtubo para análise dos carboidratos, enquanto o pellet 

foi ressuspendido com hidróxido de sódio e aquecido a 60°C durante 30 minutos. Em 

seguida, foi adicionado ácido clorídrico para neutralização e obteve-se a fase para 

análise de proteínas. 
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Na fração de análise de carboidratos foram adicionados fenol e ácido sulfúrico 

e posteriormente as amostras foram homogeneizadas e incubadas em temperatura 

ambiente por 30 minutos. Após este tempo, realizou-se a leitura da absorbância em 

492 nm. A glucose foi utilizada como padrão para curva de calibração. 

Na fração de análise de proteínas foi adicionado reagente Bradford e as 

placas foram incubadas no escuro e em temperatura ambiente por 30 minutos. Em 

seguida, realizou-se a leitura da absorbância em 592 nm. A γ-globulina bovina foi 

empregada como padrão na curva de calibração.  

Ao final destes procedimentos, as reservas energéticas foram quantificadas 

por meio da soma de lipídeos, carboidratos e proteínas, realizando-se a 

transformação em equivalentes energéticos por entalpia de combustão, segundo o 

método descrito por De Coen e Janssen (1997). O valor final foi expresso em mJ por 

embrião. 

 

3.6.3 Determinação da atividade do sistema transportador de 

elétrons (ETS) 

A atividade do ETS foi determinada segundo De Coen e Janssen (1997). 

Inicialmente, acrescentou-se tampão de homogeneização, solução tamponada de β-

nicotinamida adenina dinucleotídeo reduzido (NADH) e β-nicotinamida adenina 

dinucleotídeo 2’-fosfato reduzida (NADPH), e solução de iodonitrotetrazolio (INT). 

Posteriormente, a absorbância foi monitorada a 490 nm por 3 minutos.  

A taxa de oxigênio celular consumido foi determinada empregando a relação 

estequiométrica (2 μmol INT-formazan formado para 1 μmol oxigênio consumido) e 

posteriormente a quantidade de oxigênio consumido foi calculado, transformado em 

equivalentes energéticos e a atividade foi expressa em mJ/organismo/hora. 

 

3.6.4 Avaliação da alocação da energia celular 

Após calcular a energia disponível (Ed=soma da quantidade de lipídeos, 

carboidratos e proteínas) e energia consumida (Ec=atividade do ETS) foi possível 

avaliar a alocacação de energia celular (AEC), sendo esta definida por AEC = Ed/Ec, 

conforme descrito por Verslycke et al. (2003). Os valores foram expressos em 

mJ/organismo. 

 



31 

 

3.6.5 Determinação da peroxidação lipídica 

A peroxidação lipídica (LPO) foi determinada como descrito por Ohkawa et al. 

(1979) e Bird e Draper (1984), adaptado por Filho et al. (2001) e Torres et al. (2002). 

A medição foi realizada espectrofotometricamente a 535 nm pela determinação das 

substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS). Ao final, os valores foram 

expressos em picomols de TBARS por embrião.  

 

3.6.6 Determinação da Glutationa Total (GT) 

A concentração de Glutationa Total (soma da glutationa reduzida - GSH e 

glutationa oxidada - GSSG) foi determinada segundo Tietze (1969) e Baker et al. 

(1990), por meio da reação entre a GSH e com o 5,5'-ditiobis(2-ácido nitrobenzoico) 

(DTNB) na presença de glutationa redutase (GR). A absorbância foi monitorada a 

412 nm durante 3 min e os valores expressos em µM/mg de proteína. 

 

3.6.7 Determinação da atividade da glutationa S-transferase 

(GST) 

A atividade da GST foi determinada de acordo com Habig et al. (1974) e 

adaptado para microplacas por Frasco e Guilhermino (2002) pela quantificação da 

conjugação da glutationa reduzida com o substrato 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno 

(CDNB). A medição foi realizada em 340 nm por 5 min. A atividade enzimática foi 

expressa em nmol de conjugado de GSH/min/mg de proteína.  

 

3.6.8 Determinação da atividade da catalase (CAT) 

A atividade da catalase foi determinada segundo Clairborne (1985), pela 

medição da absorbância resultante do consumo de peróxido de hidrogênio em 

tampão fosfato de potássio 0,05 M; pH=7. A reação foi monitorada durante 2 minutos 

em 240 nm (luz ultravioleta). A atividade da catalase foi expressa em μmol de 

peróxido degradado/min/mg de proteína.  

 

3.6.9 Determinação da atividade da acetilcolinesterase (AChE) 

A atividade da AChE foi determinada de acordo com Ellman et al. (1961), 

adaptada para microplaca conforme descrito em Guilhermino et al. (1996), com base 

na velocidade da produção de tiocolina pela hidrólise da acetilcolina. A atividade 
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desta enzima foi monitorada em 414 nm por 5 minutos e expressa como 

nmol/min/mg de proteína.  

 

3.6.10 Quantificação de proteínas 

A quantificação de proteínas foi realizada como descrito por Bradford (1976) e 

adaptada para microplacas segundo Guilhermino et al. (1996). A γ-globulina bovina 

foi utilizada como padrão e a medição espectrofotométrica foi realizada em 600 nm.  

Ao final da avaliação dos biomarcadores e reservas energéticas, os dados 

foram estatisticamente avaliados quanto a normalidade e homocedasticidade pelos 

testes Shapiro-Wilk e Bartlett e posteriormente foi realizada a comparação entre 

controles e tratamentos empregando ANOVA e teste de Dunnett. Para dados não 

paramétricos foi utilizado Kruskall-Wallis. Todas as análises estatísticas foram 

realizadas empregando GraphPad Prism® (Ver 5.0, GraphPad Software) e 

significância estatística foi aceita com p < 0.05. 

 

3.7 Ensaio de mutagenicidade com Salmonella typhimurium 

A atividade mutagênica foi avaliada pelo teste de Ames empregando as 

linhagens de Salmonella typhimurium TA98 e TA100. As amostras de corantes foram 

diluídas em dimetilsulfóxido e as concentrações variaram entre 0,1 e 5.000 µg/placa.  

Os ensaios foram realizados de acordo com o protocolo de pré-incubação, na 

presença e ausência de ativação metabólica exógena (mistura S9) (MARON; AMES, 

1983; MORTELMANS; ZEIGER, 2000). Essa solução é constituída por um 

homogenato de células de fígado de rato pré-tratado com a mistura de bifenilas 

policlorinadas (Aroclor 1254), que induz um aumento das isoenzimas (P450) neste 

órgão, e adição de cofatores necessários (MARON; AMES, 1983). 

As linhagens de Salmonella foram mantidas em freezer (-70°C). No dia 

anterior ao ensaio, foram descongeladas, inoculadas no caldo nutriente e mantidas 

overnight a 37°C sob agitação de 150 a 170 rpm. Após o período de crescimento, as 

culturas foram mantidas em geladeira até o momento de uso. 

No momento do ensaio, 100,0µL da cultura bacteriana de Salmonella 

typhimurium, 500,0 µL de tampão fosfato de sódio 0,2M (para ensaio na ausência de 

ativação metabólica) ou mistura S9 (para ensaio na presença de ativação 

metabólica) e 100,0 µL de solução de corante ou controle foram introduzidos em 

tubos de vidro e incubados por 30 minutos a 37°C. Após incubação, foram 
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adicionados 2,0 mL de top agar em cada tubo, que foram vertidos em placa 

contendo agar mínimo. As placas foram incubadas invertidas por 66 horas a 37°C.  

O DMSO (100,0 uL) foi utilizado como controle negativo em todas as 

condições testadas. Para as linhagens TA98 e TA100 na ausência de S9 o controle 

positivo foi óxido de 4 nitroquinolina (0,05 µg/µL) e na presença de ativação 

metabólica foi o 2 aminoantraceno (0,25 µg/µL).  

Os resultados foram expressos em média do número de revertentes por placa 

± desvio padrão e potência mutagênica quando as amostras foram positivas. A 

potência mutagênica foi obtida através da inclinação da reta no gráfico, empregando 

o software Salanal. Esse software emprega o modelo Bernstein, que por sua vez, 

utiliza ANOVA e regressão linear na análise dos dados (BERSTEIN et al., 1982; 

UMBUZEIRO; VARGAS, 2003). 
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4. RESULTADOS  

4.1 Ensaios de sensibilidade com os organismos-teste 

Todos os organismos aquáticos empregados neste trabalho tiveram a 

sensibilidade avaliada visando garantir a confiabilidade dos resultados. 

Para o ensaio com a bactéria marinha luminescente Vibrio fischeri foi utilizada 

a carta controle construída com Sulfato de Zinco. Todos os testes apresentaram 

valores de fator de correção maior que 0,7 e CE50 para o sulfato de zinco (controle 

positivo) dentro da faixa de 3,00 a 10,00 mg/L (Figura 8). Logo, todos os resultados 

foram validados. 

 

Figura 8 - Porcentagem de inibição da luminescência da bactéria Vibrio fischeri após 

exposição por 15 minutos ao sulfato de zinco (controle positivo) 

 

 

Durante a realização dos ensaios com o microcrustáceo Daphnia similis, nos 

dois diferentes meios de cultivo (ensaios preliminares e definitivos), a sensibilidade 

dos organismos ao cloreto de potássio foi avaliada e as concentrações do sal que 

causaram imobilidade em 50% dos organismos expostos (CE50) estão apresentadas 

nas tabelas 3 e 4. 
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Tabela 3 - Valores obtidos nos ensaios de sensibilidade de Daphnia similis ao cloreto de 

potássio em meio ASTM, realizado no Centro de Recursos Hídricos e Estudos Ambientais 

(CRHEA) 

Cloreto de Potássio (KCl) 

Teste CE50 48h (mg/L) Intervalo de confiança (95%) 

1 685,64 644,42 - 729,49 

2 709,82 676,70 - 744,55 

3 694,91 658,47 - 733,36 

Média ± Desvio Padrão: 696,79 mg/L ± 12,20 

  

 

Tabela 4 - Valores obtidos nos ensaios de sensibilidade de Daphnia similis ao cloreto de 

potássio em meio MS realizado na Companhia Ambiental do Estado de São Paulo 

(CETESB) 

Cloreto de Potássio (KCl) 

Teste CE50 48h (mg/L) Intervalo de confiança (95%) 

1 935,00 872,03 - 1003,00 

2 903,55 855,98 - 953,76 

Média ± Desvio Padrão: 919,28 mg/L ± 22,24 

 

Os valores de CE50 encontrados em todos os ensaios de sensibilidade 

estavam compreendidos no intervalo de ± 2 desvios padrão em relação aos valores 

médios da carta controle do CRHEA e CETESB, obtidos em ensaios realizados nos 

meses anteriores. Logo, a sensibilidade dos organismos estava dentro da faixa de 

aceitação para a realização dos ensaios com os corantes.  

Nos ensaios com o peixe Danio rerio, os organismos do controle negativo 

apresentaram desenvolvimento regular, como descrito por Kimmel (1995), e a 3,4 

dicloroanilina induziu mortalidade superior a 30% no controle positivo, como 

recomendado pela OECD n° 236. 

Nenhum dos corantes causou mortalidade significativa nos embriões expostos 

nas condições avaliadas. 
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4.2 Disperse Red 60 

4.2.1 Ensaio de toxicidade aguda com Vibrio fischeri 

O corante Disperse Red 60 não induziu toxicidade em Vibrio fischeri nas 

condições testadas, ou seja, este corante não foi capaz de causar redução de 20% 

da luminescência até a concentração máxima testada (Figura 9). 

 

Figura 9 - Porcentagem de inibição da luminescência da bactéria Vibrio fischeri após 

exposição por 15 minutos ao corante Disperse Red 60 

 

 

4.2.2 Ensaio de toxicidade aguda com Daphnia similis 

O corante Disperse Red 60 não induziu imobilidade em nenhum organismo 

nas exposições utilizando os meios ASTM e MS, até a concentração máxima testada 

de 20 mg/L, considerando a solubilidade do corante em 0,01 % de dimetilsulfóxido 

em meio de cultivo (Tabela 5).  
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Tabela 5 - Imobilidade de Daphnia similis expostas ao corante Disperse Red 60 por 48 horas 

em meio ASTM e meio MS 

Disperse Red 60 
Número de organismos imóveis 

Imobilidade 
Réplicas 

Concentração (mg/L) 1 2 3 4 Total Porcentagem (%) 

Controle (meio ASTM) 0 0 0 0 0/20 0 

Controle do solvente 0 0 0 0 0/20 0 

0,01 0 0 0 0 0/20 0 

0,1 0 0 0 0 0/20 0 

1,0 0 0 0 0 0/20 0 

10,0 0 0 0 0 0/20 0 

20,0 0 0 0 0 0/20 0 

CE50 48h: vnc* 

*valor não calculado 

 

4.2.3 Ensaios de embriotoxicidade com Danio rerio 

O corante Disperse Red 60 induziu edemas oculares nos organismos a partir 

da concentração de 1,0 mg/L. Os valores da Concentração de Efeito Não Observado 

(CENO) e Concentração de Efeito Observado (CEO) obtidos no ensaio FET estão 

apresentados na Tabela 6 e os resultados da ANOVA estão apresentados na Tabela 

A e B (Apêndice 1). 

 

Tabela 6 - Valores calculados de CENO e CEO para o corante Disperse Red 60  

CORANTE Horas pós fertilização EDEMA OCULAR 

 

 

CENO CEO 

DR60 48 X X 

 72 X X 

 96 0,5 1,0 

 120 0,5 1,0 

 144 0,5 1,0 

    

 

DR60: Disperse Red 60 

CENO: concentração de efeito não observado 

 

 

CEO: concentração de efeito observado 

X: não foi calculado  

 

O desenvolvimento dos  dos olhos foi observado diariamente durante todo o 

ensaio, porém os edemas oculares foram visualizados com mais clareza a partir de 

96 horas pela posição do organismo na placa de cultura, visto que a partir deste 
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período, com a inflação da bexiga natatória, eles comumente ficam em posição 

dorsal, facilitando a visualização dos edemas, como apresentado na Figura 10. 

 

Figura 10 - Comparação entre um organismo não exposto ao corante Disperse Red 60 

(esquerda) e exposto à 4 mg/L do corante Disperse Red 60 (direita) por 144 horas. As setas 

indicam o aspecto de desenvolvimento dos olhos, sendo que a seta preta aponta para o 

desenvolvimento normal dos olhos e a seta vermelha aponta para o edema ocular. 

(Amplificação de 4X nas fotografias superiores e 3X nas fotografias inferiores) 

  

   
 

4.2.4 Avaliação do comportamento de larvas de Danio rerio  

Os valores calculados de Concentração de Efeito Não Observado, 

Concentração de Efeito Observado e da análise estatística empregando ANOVA 

estão apresentados na Tabela C (Apêndice 1).  

Com relação à análise comportamental, consideramos para apresentação 

gráfica os resultados obtidos nos últimos ciclos, tanto claro quanto escuro, visto que 

os efeitos foram mais acentuados nestes ciclos. De modo geral, as larvas expostas 

aos controles e corantes apresentaram maior distância total de natação e maior 

tempo total de natação durante os ciclos no escuro, reduzindo durante os ciclos 

claros.  
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O corante DR 60 diminuiu a distância total de natação já na primeira 

concentração testada de 0,01 mg/L no ciclo claro e na concentração de 0,125 mg/L 

no ciclo escuro. Com relação ao tempo total de natação a redução foi observada a 

partir da concentração de 0,125 em ambos os ciclos (Figuras 11 e 12). 

 

Figura 11 - Distância total de natação de larvas de Danio rerio expostas ao corante Disperse 

Red 60 no segundo ciclo de 10 minutos no claro (barras brancas) e no escuro (barras 

pretas). Os valores representam a média ± erro padrão (n=20). *Teste de Dunnett p<0,05, 

diferença significativa comparado com o grupo controle  

 

 

Figura 12 - Tempo total de natação de larvas de Danio rerio expostas ao corante Disperse 

Red 60 no segundo ciclo de 10 minutos no claro (barras brancas) e no escuro (barras 

pretas). Os valores representam a média ± erro padrão. *Teste de Dunnett p<0,05, diferença 

significativa comparado com o grupo controle 
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4.2.5 Biomarcadores bioquímicos 

4.2.5.1 Enzimas antioxidantes e de detoxificação 

Os resultados da análise estatística empregando ANOVA, para todos os 

biomarcadores avaliados, estão apresentados na Tabela D (Apêndice 1).  

O corante Disperse Red 60 reduziu a atividade da enzima Glutationa S-

transferase na concentração de 1 mg/L e não modificou a atividade da enzima 

catalase (Figura 13). 

 

Figura 13 - Atividade das enzimas glutationa S-transferase (esquerda) e catalase (direita) 

em embriões de zebrafish expostos ao corante Disperse Red 60 por 96 horas. Valores 

representados por média ± erro padrão (n=160). *Teste de Dunnett p<0,05 

  

  

4.2.5.2 Níveis de antioxidante não enzimático 

O corante Disperse Red 60 aumentou os níveis de glutationa total em 

organismos expostos às concentrações de 0,01 e 0,1 mg/L e diminuiu na maior 

concentração avaliada, 1 mg/L (Figura 14). 

 

Figura 14 - Níveis de glutationa total em embriões de zebrafish expostos ao corante 

Disperse Red 60 por 96 horas. Valores representados por média ± erro padrão (n=160). 

*Teste de Dunnett p<0,05 

 

* 

* 
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4.2.5.3 Peroxidação lipídica 

Não houve peroxidação lipídica em nenhuma condição de exposição ao 

corante Disperse Red 60 (Figura 15). 

 

Figura 15 - Níveis de peroxidação lipídica em embriões de zebrafish expostos ao corante 

Disperse Red 60 por 96 horas. Valores representados por média ± erro padrão (n=160). 

*Teste de Dunnett p<0,05 

 

 

4.2.5.4 Acetilcolinesterase 

O corante Disperse Red 60 não alterou a atividade da enzima 

acetilcolinesterase (Figura 16). 

 

Figura 16 - Atividade da enzima acetilcolinesterase em embriões de zebrafish expostos ao 

corante Disperse Red 60 por 96 horas. Valores representados por média ± erro padrão 

(n=160). *Teste de Dunnett p<0,05 

 

 

4.2.6 Reservas e consumo de energia 

4.2.6.1 Energia disponível 

De acordo com os resultados obtidos, os lipídeos são as principais fontes de 

energia (83,5-95,9%), seguido pelos carboidratos (2,4-8,6%) e proteínas (1,9-7,9%), 

considerando os três corantes dispersos. 
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 O corante Disperse Red 60 não alterou as frações de energia em embriões 

de zebrafish (Tabela 7). 

Tabela 7 - Frações de energia disponível e energia disponível total de larvas de Danio rerio 

após exposição por 96 horas ao corante Diserse Red 60. Valores representados por média ± 

erro padrão (n=160). *Teste de Dunnett p<0,05 

Tratamento Frações de ED (%) Ed total 
(mJ/embrião) 

 Lipídeos 
 

Carboidratos Proteínas  

DR60     

0 94 ± 0,9 3.8 ± 0,3 2.4 ± 0,6 1908 ± 215 

0,001 95 ± 0,6 3.1 ± 0,4 1.9 ± 0,3 2463 ± 252 

0,01 94 ± 0,8 3.7 ± 0,5 1.9 ± 0,2 1728 ± 156 

0,1 94 ± 1,2 3.9 ± 0,7 2.8 ± 0,5 1891 ± 367 

1,0 93 ± 0,8 
 

3.6 ± 0,4 3.1 ± 0,5 1979 ± 126 

 

4.2.6.2 Energia consumida e alocação de energia celular 

O corante Disperse Red 60 não alterou a energia total consumida, assim 

como a alocação de energia celular nos organismos expostos (Figura 17). 

Figura 17 - Energia consumida (esquerda) e alocação de enrgia celular (direita) em larvas de 

Danio rerio após exposição por 96 horas ao corante Disperse Red 60. Valores 

representados por média ± erro padrão (n=160). *Teste de Dunnett p<0,05 

  

 

4.2.7 Ensaio de mutagenicidade com Salmonella typhimurium 

O corante Disperse Red 60 não induziu mutagenicidade em nenhuma das 

condições testadas (Tabela 8). 
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Tabela 8 - Avaliação da mutagenicidade do corante Disperse Red 60 empregando as 

linhagens de Salmonella typhimurium TA98 e TA100   

Concentração 
(µg/placa) 

Média do número de revertentes/placa ± desvio padrão 

Disperse Red 60  

TA98 TA100 

  SEM S9 COM S9 SEM S9 COM S9 

Controle negativo (0) 37,6 ± 4,8 43,6 ± 4,2 227,6 ± 4,3 220,5 ± 6,0 

0,5 35,0 ± 5,2 51,3 ± 2,5 233,3 ± 16,5 222,0 ± 2,8 

5 31,3 ± 4,0 47,0 ± 1,0 207,3 ± 8,1 262,0 ± 32,5 

25 35,0 ± 7,8 51,0 ± 2,6 208,0 ± 19,7 266,0 ± 33,9 

100 41,7 ± 3,2 53,0 ± 7,9 211,3 ± 15,0 282,0 ± 25,4 

250 35,7 ± 6,4 51,5 ± 0,7 218,3 ± 26,6 245,0 ± 7,1 

Controle positivo 416,0 ± 15,6a 1166,0 ± 93,3b 2055,0 ± 106,1a 2165,0 ± 205,1b 
Potência mutagênica 

(rev/µg) 
X X X X 

a: óxido de 4 nitroquinolina (0,05 μg/μL)  
b: 2 aminoantraceno (0,25 μg/ μL)  

X: não mutagênico 

4.3 Disperse Red 73 

4.3.1 Ensaio de toxicidade aguda com Vibrio fischeri 

O corante Disperse Red 73 causou toxicidade aguda no organismo teste, 

reduzindo 20% da luminescência de Vibrio fischeri na concentração de 6,41 mg/L 

(Figura 18). 

 

Figura 18 - Porcentagem de inibição da luminescência da bactéria Vibrio fischeri após 

exposição por 15 minutos ao corante Disperse Red 73 
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4.3.2 Ensaio de toxicidade aguda com Daphnia similis 

O corante Disperse Red 73 induziu imobilidade em 50% dos organismos 

expostos na concentração de 0,19 mg/L em meio ASTM (Tabela 9). No meio de 

cultivo MS, o corante Disperse Red 73 induziu imobilidade em 50% dos organismos 

expostos na concentração de 0,26 mg/L (Tabela 10).  
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Tabela 9 - Imobilidade de Daphnia similis expostas ao corante Disperse Red 73 por 48 horas 

em meio ASTM e valor de CE50 com intervalos de confiança obtidos pelo programa Trimmed 

Spearman Karber 

Disperse Red 73 
Número de organismos imóveis 

Imobilidade 
Réplicas 

Concentração (mg/L) 1 2 3 4 Total Porcentagem (%) 

Controle (meio ASTM) 0 0 0 0 0/20 0 

Controle do solvente 0 0 0 0 0/20 0 

0,01 0 0 0 0 0/20 0 

0,1 1 0 1 2 4/20 20 

0,15 2 3 1 1 7/20 35 

0,25 3 3 5 4 15/20 75 

1,0 5 4 5 3 17/20 85 

1,5 4 4 5 5 18/20 90 

CE50 48h: 0,19 (0,13-0,29) mg/L 

 

Tabela 10 - Imobilidade de Daphnia similis expostas ao corante Disperse Red 73 por 48 

horas em meio MS e valor de CE50 com intervalos de confiança obtidos pelo programa 

Trimmed Spearman Karber 

Disperse Red 73 
Número de organismos imóveis 

Imobilidade 
Réplicas 

Concentração (mg/L) 1 2 3 4 Total Porcentagem (%) 

Controle (meio MS) 0 0 0 0 0/20 0 

Controle do solvente 0 0 0 0 0/20 0 

0,1 0 0 1 0 1/20 5 

0,12 0 2 0 1 3/20 15 

0,15 1 0 0 2 3/20 15 

0,18 0 1 1 1 3/20 15 

0,20 2 2 3 2 9/20 45 

0,5 4 5 4 4 17/20 85 

1,0 5 5 5 5 20/20 100 

CE50 48h: 0,26 (0,21-0,31) mg/L 

 

4.3.3 Ensaios com as formas iniciais do desenvolvimento de 

Danio rerio 

Os valores da Concentração de Efeito Não Observado (CENO) e 

Concentração de Efeito Observado (CEO) obtidos no ensaio FET estão 

apresentados na Tabela 11 e os resultados da ANOVA estão apresentados nas 

Tabelas A e B (Apêndice 1). 
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Tabela 11 - Valores calculados de CENO e CEO para o corante Disperse Red 60 e Disperse 

Red 73 

COR Hpf N.I.B.N E.P. ES S.V.A 

 

 

CENO CEO CENO CEO CENO CEO CENO CEO 

          

DR73 48 X X 0,25 0,5 2,0 4,0 1,0 2,0 

 72 X X 0,25 0,5 2,0 4,0 1,0 2,0 

 96 0,125 0,25 0,25 0,5 2,0 4,0 1,0 2,0 

 120 0,125 0,25 X X 1,0 2,0 0,5 1,0 

 144 0,125 0,25 X X 1,0 2,0 0,5 1,0 

 

COR: corante 

DR73: Disperse Red 73 

hpf: horas pós fertilização 

N.I.B.N.: não inflação da bexiga natatória 

E.P.: edema do pericárdio 

ES: escoliose 

 

 

S.V.A.: saco vitelínico anormal 

CENO: concentração de efeito não 

observado 

CEO: concentração de efeito observado 

X: não foi calculado 

 

O corante Disperse Red 73 reduziu a inflação da bexiga natatória a partir da 

concentração de 0,25 mg/L, induziu edema do pericárdio a partir de 0,5 mg/L, 

apresentando saco vitelínico anormal a partir de 1,0 mg/L e escoliose a partir de 2,0 

mg/L. Os efeitos de não inflação da bexiga natatória e edema do pericárdio 

aumentaram apenas de acordo com a concentração, já o saco vitelínico anormal e 

escoliose aumentaram conforme a concentração e tempo de exposição (Tabela 11). 

Os organismos expostos ao DR 73 foram fotografados e as imagens capturadas 

estão apresentadas nas Figuras 19 e 20. 
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Figura 19 - Comparação entre um organismo não exposto (esquerda) e exposto à 4 mg/L do 

corante Disperse Red 73 (direita) por 72 horas. As setas apontam o coração, sendo que a 

seta preta aponta para o desenvolvimento normal do coração e a seta vermelha indica 

edema cardíaco. (Amplificação 3X) 

  
 

 

Figura 20 - Comparação entre um organismo não exposto (esquerda) e exposto à 4 mg/L do 

corante Disperse Red 73 (direita) por 144 horas. As setas pretas apontam o coração, as 

setas vermelhas apontam o saco vitelínico, a seta roxa aponta a localização da bexiga 

natatória e a seta verde aponta para a coluna vertebral (Amplificação 3X) 

 

 

4.3.4 Avaliação do comportamento de larvas de Danio rerio 

O corante Disperse Red 73 aumentou a distância total de natação nas três 

menores concentrações avaliadas no ciclo claro e escuro, porém no período de 

escuridão a maior concentração avaliada (0,5 mg/L) foi capaz de reduzir essa 

distância comparado ao controle. Com relação ao tempo total de natação, uma 

mesma resposta foi observada, visto que as três menores concentrações foram 

capazes de aumentar o tempo tanto no ciclo claro quanto escuro, ao passo que a 

maior concentração avaliada reduziu o tempo de natação dos organismos expostos 

apenas no ciclo escuro (Figuras 21 e 22). 
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Figura 21 - Distância total de natação de larvas de Danio rerio expostas ao corante Disperse 

Red 73 no segundo ciclo de 10 minutos no claro (barras brancas) e no escuro (barras 

pretas). Os valores representam a média ± erro padrão (n=20). *Teste de Dunnett p<0,05, 

diferença significativa comparado com o grupo controle 

 

 

Figura 22 - Tempo total de natação de larvas de Danio rerio expostas ao corante Disperse 

Red 73 no segundo ciclo de 10 minutos no claro (barras brancas) e no escuro (barras 

pretas). Os valores representam a média ± erro padrão. *Teste de Dunnett p<0,05 

 

 

4.3.5 Biomarcadores bioquímicos 

4.3.5.1 Enzimas antioxidantes e de detoxificação 

O corante Disperse Red 73 não alterou a atividade da enzima glutationa S-

transferase em nenhuma condição avaliada. No entanto, este corante aumentou a 

atividade da enzima catalase na menor concentração testada, 0,001 mg/L (Figura 

23). 
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Figura 23 - Atividade das enzimas glutationa S-transferase (esquerda) e catalase (direita) 

em embriões de zebrafish expostos ao corante Disperse Red 73 por 96 horas. Valores 

representados por média ± erro padrão (n=160). *Teste de Dunnett p<0,05 

 

 

4.3.5.2 Níveis de antioxidante não enzimático 

O corante Disperse Red 73 não alterou os níveis de glutationa total em 

nenhuma condição avaliada (Figura 24). 

 

Figura 24 - Níveis de glutationa total em embriões de zebrafish expostos ao corante 

Disperse Red 73 por 96 horas. Valores representados por média ± erro padrão (n=160). 

*Teste de Dunnett p<0,05 

 

 

4.3.5.3 Peroxidação lipídica 

O corante Disperse Red 73 não induziu peroxidação lipídica em nenhuma 

condição avaliada (Figura 25). 

* 
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Figura 25 - Níveis de peroxidação lipídica em embriões de zebrafish expostos ao 

corante Disperse Red 73 por 96 horas. Valores representados por média ± erro padrão 

(n=160). *Teste de Dunnett p<0,05 

 

 

4.3.5.4 Acetilcolinesterase 

O corante Disperse Red 73 aumentou a atividade desta enzima na 

concentração de 0,01 mg/L, e reduziu a atividade da mesma na concentração de 1 

mg/L (Figura 26). 

 

Figura 26 - Atividade da enzima acetilcolinesterase em embriões de zebrafish 

expostos ao corante Disperse Red 73 por 96 horas. Valores representados por média ± 

erro padrão (n=160). *Teste de Dunnett p<0,05 

 

 

4.3.6 Reservas e consumo de energia 

4.3.6.1 Energia disponível 

O corante Disperse Red 73 não alterou as frações de energia disponível nos 

organismos expostos (Tabela 12). 

 

* 

* 
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Tabela 12 - Frações de energia disponível e energia disponível total de larvas de Danio rerio 

após exposição por 96 horas ao corante Disperse Red 73. Valores representados por média 

± erro padrão (n=160). *Teste de Dunnett p<0,05 

Tratamento Frações de ED (%) Ed total 
(mJ/embrião) 

 Lipídeos 
 

Carboidratos Proteínas  

DR73 
    

0 95 ± 0,9 3.0 ± 0,4 2.6 ± 0,4 1745 ± 111 

0,001 94 ± 0,7 3.3 ± 0,4 2.9 ± 0,3 1927 ± 216 

0,01 95 ± 0,5 3.4 ± 0,7 2.8 ± 0,1 2416 ± 378 

0,1 94 ± 0,8 2.8 ± 0,4 3.3 ± 0,5 2398 ± 281 

1,0 94 ± 0,8 2.5 ± 0,4 3.0 ± 0,4 2748 ± 352 
 
 

 

4.3.6.2 Energia consumida e alocação de energia celular 

O corante Disperse Red 73 aumentou a energia consumida nos embriões 

expostos a maior concentração avaliada, 1 mg/L. No entanto, essa alteração não foi 

suficiente para modificar a alocação de energia celular (Figura 27). 

 

Figura 27 - Energia consumida (esquerda) e alocação de enrgia celular (direita) em larvas de 

Danio rerio após exposição por 96 horas ao corante Disperse Red 73. Valores 

representados por média ± erro padrão (n=160). *Teste de Dunnett p<0,05 

  

 

4.3.7 Ensaio de mutagenicidade com Salmonella typhimurium 

O corante comercial Disperse Red 73 causou mutagenicidade na linhagem TA 

98 e TA 100 na presença e ausência de metabolização exógena (S9). Considerando 

o alto potencial mutagênico, decidiu-se avaliar a mutagenicidade do corante 

Disperse Red 73 na sua forma purificada, a fim de verificar se esse efeito era devido 

ao corante ou às impurezas contidas na formulação. A purificação foi realizada em 

* 
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parceria com a Profa. Dra. Maria Valnice Boldrin Zanoni e com o Dr. Jefferson 

Franco, ambos pertencentes ao Instituto de Química da Universidade Estadual 

Paulista “Júlio de Mesquita Filho” de Araraquara.  

Ao final dos ensaios, foi possível observar que o corante purificado é cerca de 

6 e 2 vezes menos mutagênico para a linhagem TA 98 na ausência e presença de 

metabolização exógena, respectivamente. No entanto, também se verificou que o 

corante purificado é cerca de 3,4 vezes mais mutagênico quando comparado ao 

corante comercial para a linhagem TA 100 na ausência de metabolização exógena 

(Tabela 13). 

Os resultados obtidos nos ensaios de mutagenicidade foram publicados no 

periódico Science of The Total Environment. Franco, J. H.; da Silva, B. F.; Oliveira, 

R. V.; Meireles, G.; Oliveira, D. P.; Castro, A. A.; Ramalho, T. C. Zanoni, M. V. B. 

Identification of biotransformation products of disperse dyes with rat liver microsomes 

by LC-MS/MS and theoretical studies with DNA: Structure-mutagenicity relationship 

using Salmonella/microsome assay. Science of The Total Environment, v. 613-614, 

p. 1093-1103, 2018 (ANEXO 2). 
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Tabela 13 - Avaliação da mutagenicidade dos corantes Disperse Red 73 comercial e Disperse Red 73 purificado empregando as linhagens de 

Salmonella typhimurium TA98 e TA100 

 

Concentra
-ção 

(µg/placa) 

Média do número de revertentes/placa ± desvio padrão 

Disperse Red 73 Comercial Disperse Red 73 Purificado 

TA98 TA100 TA98 TA100 

  SEM S9 COM S9 SEM S9 COM S9 SEM S9 COM S9 SEM S9 COM S9 

C. N. (0) 44,0 ± 3,5 52,8 ± 4,2 228,4 ± 11,7 249,2 ± 13,6 37,6 ± 4,8 43,6 ± 4,2 227,6 ± 4,3 220,5 ± 6,0 

0,1 46,0 ± 5,7 55,5 ± 4,9 - - 40,5 ± 0,7 42,3 ± 5,7 228,0 ± 6,1 - 

0,5 59,0 ± 1,7* - - - - - - - 

1 63,7 ± 7,4* 57,3 ± 5,0 267,7 ± 10,2 - 45,0 ± 8,5 50,3 ± 4,5 342,0 ± 16,1* 234,0 ± 1,4 

2,5 124,0 ± 14,1* - 313,7 ± 4,0* - - - - - 

5 192,7 ± 11,0* 80,7 ± 2,1* 513,3 ± 4,2* 257,0 ± 8,7 58,7 ± 4,2* 65,3 ± 5,5* 488,33 ± 30,1* 240,0 ± 14,1 

7,5 - - 591,3 ± 15,5* - - - - - 

10 344,0 ± 8,2* 101,3 ± 3,5* 878,0 ± 13,1* - 91,7 ± 10,5* 72,3 ± 2,5* 758,7 ± 35,8* 234,5 ± 13,4 

20 - - 963,0 ± 9,9* - - - - - 

25 - 180,5 ± 6,4* - 282,0 ± 11,3 188,5 ± 7,8* 114,7 ± 21,0* - - 

50 - - - 299,7 ± 1,5* 307,7 ± 19,1* 162,7 ± 21,5* 866,5 ± 17,7* 282,0 ± 11,3* 

100 - - - 430,3 ± 1,5* 509,7 ± 5,0* - - 340,0 ± 28,3* 

200 - - - 700,0 ± 5,7* - - - - 

250 - - - 746,3 ± 44,5* - - - - 

C. P.  380,0 ± 28,3a 1240,0 ± 56,6b 2223,0 ± 60,1a 2380,5 ± 43,1b 416,0 ± 15,6a   1166,0 ± 93,3b 2055,0 ± 106,1a 2165,0 ± 205,1b 

Pot. Mut. 
(rev/µg) 29,94 5,04 34,44 1,02 5,05 2,53 117,01 1,14 

C. N.: Controle negativo 

C. P.: Controle positivo 

Pot. Mut.: Potência mutagênica 

­: concentração não testada 
a: óxido de 4 nitroquinolina (0,05 µg/μL) 
b: 2 aminoantraceno (0,25 µg/ μL) 

*: p<0,05 
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4.4 Disperse Red 78 

4.4.1 Ensaio de toxicidade aguda com Vibrio fischeri 

O corante DR 78 causou toxicidade aguda na bactéria marinha Vibrio fischeri, 

reduzindo 20% da luminescência na concentração de 1,17 mg/L (Figura 28).  

 

Figura 28 - Porcentagem de inibição da luminescência da bactéria Vibrio fischeri após 

exposição por 15 minutos ao corante Disperse Red 78 

 

 

4.4.2 Ensaio de toxicidade aguda com Daphnia similis 

O corante Disperse Red 78, em meio ASTM, induziu imobilidade em 50% dos 

organismos expostos na concentração de 0,025 mg/L (Tabela 14).  
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Tabela 14 - Imobilidade de Daphnia similis expostas ao corante Disperse Red 78 por 48 

horas em meio ASTM e valor de CE50 com intervalos de confiança obtidos pelo programa 

Trimmed Spearman Karber. 

Disperse Red 78 
Número de organismos imóveis 

Imobilidade 
Réplicas 

Concentração (mg/L) 1 2 3 4 Total Porcentagem (%) 

Controle (meio ASTM) 0 0 0 0 0/20 0 

Controle do solvente 0 0 0 0 0/20 0 

0,01 2 1 1 0 4/20 20 

0,025 2 1 3 3 9/20 45 

0,05 4 5 5 4 18/20 90 

0,075 5 5 5 3 18/20 90 

0,10 5 5 5 5 20/20 100 

0,25 5 5 5 5 20/20 100 

CE50 48h: 0,025 (0,017-0,033) mg/L 

 

Em meio MS, o corante Disperse Red 78 induziu imobilidade em 50% dos 

organismos expostos na concentração de 0,05 mg/L (Tabela 15). 

 

Tabela 15 - Imobilidade de Daphnia similis expostas ao corante Disperse Red 78 por 48 

horas em meio MS e valor de CE50 com intervalos de confiança obtidos pelo programa 

Trimmed Spearman Karber 

Disperse Red 78 
Número de organismos imóveis 

Imobilidade 
Réplicas 

Concentração (mg/L) 1 2 3 4 Total Porcentagem (%) 

Controle (0) 0 0 0 0 0/20 0 

Controle do solvente 0 0 0 0 0/20 0 

0,01 0 0 0 0 0/20 0 

0,02 0 2 3 1 6/20 30 

0,04 2 2 2 2 8/20 40 

0,08 5 3 4 3 15/20 75 

0,1 5 5 3 3 16/20 80 

1,0 5 5 4 5 19/20 95 

CE50 48h: 0,05 (0,03-0,07) mg/L 
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De acordo com os resultados obtidos para Daphnia similis os corantes 

têxteis DR 73 e DR 78 podem ser classificados como extremamente tóxicos, pois 

apresentam CE50 48h menor que 1 mg/L (BAE; FREEMAN, 2007).   

 

4.4.3 Ensaio com as formas iniciais de Danio rerio 

O corante Disperse Red 78 não induziu letalidade, subletalidade e 

teratogenicidade em nenhuma das condições testadas, mesmo sendo muito 

absorvido pelos organismos, como pode ser observado na Figura 29. 

 

Figura 29 - Comparação entre um organismo não exposto ao corante Disperse red 78 

(esquerda) e exposto à 5 mg/L do corante Disperse Red 78 (direita) por 24 e 144 horas. 

(Amplificação de 4X nas fotografias superiores e 3X nas fotografias inferiores) 

  

 

 

4.4.4 Avaliação do comportamento de larvas de Danio rerio 

O corante Disperse Red 78 alterou a distância total de natação em todas as 

condições avaliadas, registrando-se um aumento na distância na menor 

concentração (0,01 mg/L) e uma redução nas demais concentrações testadas no 

ciclo claro. No entanto, no ciclo escuro o corante causou um aumento da distância 

na concentração de 0,01 e 0,3 mg/L e posteriormente uma redução nas 
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concentrações de 0,6 e 1,25 mg/L. Para o tempo total de natação, o corante 

aumentou o tempo na menor concentração avaliada (0,01 mg/L) tanto no ciclo claro 

quanto escuro e reduziu este tempo nas concentrações de 0,6 e 1,25 mg/L no ciclo 

claro, diferindo do ciclo escuro que causou redução do tempo desde a concentração 

de 0,3 mg/L (Figuras 30 e 31). 

 

Figura 30 - Distância total de natação de larvas de Danio rerio expostas ao corante Disperse 

Red 78 no segundo ciclo de 10 minutos no claro (barras brancas) e no escuro (barras 

pretas). Os valores representam a média ± erro padrão (n=20). *Teste de Dunnett p<0,05, 

diferença significativa comparado com o grupo controle 

 

 

Figura 31 - Tempo total de natação de larvas de Danio rerio expostas ao corante Disperse 

Red 78 no segundo ciclo de 10 minutos no claro (barras brancas) e no escuro (barras 

pretas). Os valores representam a média ± erro padrão. *Teste de Dunnett p<0,05, diferença 

significativa comparado com o grupo controle  
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4.4.5 Biomarcadores Bioquímicos 

4.4.5.1 Enzimas antioxidantes e de detoxificação 

O corante Disperse Red 78 reduziu a atividade da glutationa S-transferase na 

concentração de 0,01 mg/L, assim como aumentou a atividade da catalase na 

concentração de 0,1 mg/L e posteriormente reduziu esta atividade nas 

concentrações de 1 e 10 mg/L (Figura 32). 

  

Figura 32 - Atividade das enzimas glutationa S-transferase (esquerda) e catalase (direita) 

em embriões de zebrafish expostos ao corante Disperse Red 78 por 96 horas. Valores 

representados por média ± erro padrão (n=160). *Teste de Dunnett p<0,05 

  

 

4.4.5.2 Níveis de antioxidante não enzimático 

O corante Disperse Red 78 aumentou os níveis de glutationa total na 

concentração de 1 mg/L (Figura 33). 

 

Figura 33 - Níveis de Glutationa Total em embriões de zebrafish expostos ao corante 

Disperse Red 78 por 96 horas. Valores representados por média ± erro padrão (n=160). 

*Teste de Dunnett p<0,05 

 

 

* 

* * 

* 

* 
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4.4.5.3 Peroxidação lipídica 

O corante Disperse Red 78 não induziu peroxidação lipídica em nenhuma 

condição avaliada (Figura 34). 

 

Figura 34 - Níveis de peroxidação lipídica em embriões de zebrafish expostos ao 

corante Disperse Red 78 por 96 horas. Valores representados por média ± erro padrão 

(n=160). *Teste de Dunnett p<0,05 

 

 

4.4.5.4 Acetilcolinesterase 

O corante Disperse Red 78 reduziu a atividade da acetilcolinesterase na 

maior concentração avaliada, 10 mg/L (Figura 35).  

 

Figura 35 - Atividade da enzima acetilcolinesterase em embriões de zebrafish 

expostos ao corante Disperse Red 78 por 96 horas. Valores representados por média ± 

erro padrão (n=160). *Teste de Dunnett p<0,05 

 

 

4.4.6 Reservas e consumo de energia 

4.4.6.1 Energia disponível 

O corante Disperse Red 78 foi capaz de alterar as frações de energia 

disponível, diminuindo a porcentagem de lipídeos e aumentando a porcentagem de 

* 
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carboidratos e proteínas nos organismos expostos, consequentemente alterando a 

energia total disponível destes indivíduos (Tabela 16). 

 

Tabela 16 - Frações de energia disponível e energia disponível total de larvas de Danio rerio 

após exposição por 96 horas ao corante Disperse Red 78. Valores representados por média 

± erro padrão (n=160). *Teste de Dunnett p<0,05 

Tratamento Frações de ED (%) Ed total 
(mJ/embrião) 

 Lipídeos 
 

Carboidratos Proteínas  

DR78     

0 96 ± 0,7 2.0 ± 0,3 1.9 ± 0,3 3660 ± 503  

0,001 96 ± 1,1 2.1 ± 0,4 1.1 ± 0,2 2999 ± 457 

0,01 94 ± 0,9 4.3 ± 0,4* 2.6 ± 0,5 1391 ± 102* 

0,1 93 ± 0,8 5.0 ± 0,5* 2.1 ± 0,4 1409 ± 97* 

1,0 90 ± 0,7* 5.3 ± 0,3* 4.6 ± 0,4* 1384 ± 58* 

10 86 ± 1,9* 6.7 ± 0,8* 5.7 ± 0,8* 987 ± 116* 

 

4.4.6.2 Energia consumida e alocação de energia celular 

O corante Disperse Red 78 aumentou a energia consumida nas 

concentrações de 1 e 10 mg/L. Este corante foi capaz também de reduzir 

significativamente a alocação de energia celular a partir da concentração de 0,01 

mg/L (Figura 36).  

 

Figura 36 - Energia consumida (esquerda) e alocação de enrgia celular (direita) em larvas de 

Danio rerio após exposição por 96 horas ao corante Disperse Red 73. Valores 

representados por média ± erro padrão (n=160). *Teste de Dunnett p<0,05 
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4.4.7 Ensaio de mutagenicidade com Salmonella typhimurium 

 

O corante Disperse Red 78 induziu alterações no DNA apenas na linhagem 

TA 98 na presença e ausência de S9 (Tabela 17). 

 

Tabela 17 – Avaliação da mutagenicidade do corante Disperse Red 78 empregando as 

linhagens de Salmonella typhimurium TA98 e TA100   

Concentração 
(µg/placa) 

Média do número de revertentes/placa ± desvio padrão 

Disperse Red 78  

TA98 TA100 

  SEM S9 COM S9 SEM S9 COM S9 

Controle negativo (0) 44,0 ± 3,5 49,6 ± 5,5 205,4 ± 11,1 249,2 ± 13,6 

0,5 - 43,7 ± 0,6 228,7 ± 17,9 230,3 ± 20,0 

5 46,0 ± 2,6 59,5 ± 9,2 241,7 ± 27,5 243,0 ± 21,5 

50 57,5 ± 0,7* 69,0 ± 5,6* 198,0 ± 26,5 256,3 ± 6,5 

100 - - - 277,3 ± 7,6 

250 - - - 239,3 ± 6,7 

500 163,0 ± 7,8* 68,0 ± 5,2* 219,5 ± 34,6 256,7 ± 11,6 

1000 247,0 ± 19,2* 120,7 ± 8,1* - - 

2000 419,3 ± 33,1* - - - 

5000 - - 222,0 ± 17,1 - 

Controle positivo 380 ± 28,3a 1134,5 ± 20,5b 2152,0 ± 36,8a 2380,5 ± 43,1b 

Potência mutagênica 
(rev/µg) 0,21 0,42 X X 

-: concentração não testada  
a: óxido de 4 nitroquinolina (0,05 μg/μL)  
b: 2 aminoantraceno (0,25 μg/ μL)  
X: não mutagênico 
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5. DISCUSSÃO 

Uma síntese de todos os resultados obtidos nesta pesquisa está apresentada 

na Tabela 18, na qual podem ser observados todos os efeitos dos corantes Disperse 

Red 60, Disperse Red 73 e Disperse Red 78 sobre os diferentes organismos teste.  
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Tabela 18 - Síntese dos resultados obtidos nos ensaios de toxicidade com os corantes dispersos neste trabalho 

 Vibrio fischeri Daphnia similis Danio rerio Salmonella thyphimurium 

 Toxicidade aguda 
Desenvolvimento 

(CENO E CEO) 

Comportamento 

(claro e escuro) 

Biomarcadores e 

reservas energéticas 
Mutagenicidade 

 

 

DR 60 

 

 

SE 

até 9 mg/L 

SE 

até 20 mg/L 

SE 

até 4 mg/L 
E.O. (0,5 e 1 mg/L) 

DTN ↓ e TTN ↓ 

em quase todas as 

concentrações 

GST ↓ (1 mg/L) 

GT ↑ (0,01 e 0,1 mg/L) e ↓ (1 

mg/L) 

Não mutagênico 

 

 

DR 73 

 

CE20 15’ 

6,41 mg/L 

CE50 48h 

Meio ASTM:  

0,19 mg/L 

 

CE50 48h 

Meio MS: 0,26 mg/L 

SE 

até 4 mg/L 

N.I.B.N. (0,125 e 

0,25 mg/L) 

E.P. (0,25 e 0,5 

mg/L) 

ES (1 e 2 mg/L em 

120 e 144 horas; 2 e 

4 mg/L entre 48 e 

96 horas) 

S.V.A (0,5 e 1 mg/L 

em 120 e 144 horas; 

1 e 2 mg/L entre 48 

e 96 horas) 

 

DTN ↑ e TTN ↑ nas 

três menores 

concentrações e ↓ 

na maior 

concentração 

AChe ↑ (0,01 mg/L) e ↓ (1 mg/L) 

CAT ↑ (0,001 mg/L) 

Ec ↑ (1 mg/L) 

Mutagênico 

(Substituição de pares de base e 

deslocamento do quadro de 

leitura) 

 

 

 

DR 78 

 

CE20 15’ 

1,17 mg/L 

CE50 48h 

Meio ASTM:  

0,025 mg/L 

 

CE50 48h 

Meio MS: 0,05 mg/L 

SE 

até 10 mg/L 

SE 

até 10 mg/L 

DTN ↑ e TTN ↑ na 

primeira 

concentração e ↓ 

com o aumento da 

mesma 

AChe ↓ (10 mg/L) 

GST ↓ (0,01) 

CAT ↑ (0,1 mg/L) e ↓ (1 e 10 

mg/L)  

GT ↑ (1 mg/L) 

LIP ↓ CARB e PROT ↑ 

Ed ↓ (0,01 até 10 mg/L) Ec ↑ (1 e 

10 mg/L) 

AEC ↓ (a partir de 0,01 mg/L) 

 

Mutagênico 

(deslocamento do quadro de 

leitura) 

 

SE – sem efeito; E.O.: edema ocular; N.I.B.N.: não inflação da bexiga natatória; E.P.: edema do pericárdio; ES: escoliose; S.V.A.: saco vitelínico anormal; DTN – distância tota de nataçãol; TTN – 

tempo total de natação; ↑ - aumentou; ↓ - diminuiu; GST – glutationa-s-transferase; GT – glutationa total; Ache – acetilcolinaesterase; CAT – catalase; LIP – lipídios; CARB – carboidratos; PROT – 

proteína; Ed: energia disponível; Ec – energia consumida; AEC – alocação de energia celular 
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De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, verificou-se que o 

corante antraquinona Disperse Red 60 não causou toxicidade em Vibrio fischeri, 

assim como não pode ser classificado quanto a sua toxicidade para Daphnia similis, 

pois a solubilidade reduzida não permitiu avaliar até a concentração de 100 mg/L, 

recomendada pela OECD n° 202 (Organisation for Economic Co-operation and 

Development, 2004). 

Este corante também não causou mortalidade significativa nos embriões de 

Danio rerio, porém induziu edema ocular nos organismos expostos a partir da 

concentração de 1,0 mg/L. A malformação dos olhos também foi relatada em 

embriões de sapo expostos a baixas concentrações do azo corante Disperse Yellow 

7 (MATHIEU-DENONCOURT et al., 2014). Wang et al. (2012) também observaram 

esta alteração em embriões de Danio rerio expostos a bifenilas policloradas, 

alterando a morfologia e estrutura da retina, afetando principalmente células 

fotorreceptoras. Do ponto de vista ambiental, alterações oculares prejudicam o 

estímulo visual, podendo diminuir a alimentação, acasalamento e fuga dos 

predadores (DIAMANTE et al., 2017). 

Danio rerio tem sido empregado com sucesso em estudos de toxicologia e 

desenvolvimento ocular (BILOTTA; SASZIK, 2001; GLASS; DAHM, 2004; GESTRI; 

LINK; NEUHAUSS, 2012; GLASS; ZOU et al., 2015). A principal vantagem desse 

modelo é a similaridade com o sistema visual humano, taxa de desenvolvimento do 

sistema ocular, além do tamanho e morfologia dos olhos (WANG et al., 2012; 

CHHETRI; JACOBSON; GUEVEN, 2014). Desta forma, embora existam diferenças 

notáveis anatômicas entre os olhos humanos e de zebrafish, principalmente 

relacionadas ao formato das lentes e espaço entre estas e a retina, em geral os 

olhos desta espécie de peixe muito se assemelha aos olhos humanos (CHHETRI; 

JACOBSON; GUEVEN, 2014), como pode ser verificado na Figura 37. Assim, os 

ensaios com zebrafish são considerados de alto valor preditivo na avaliação da 

toxicidade ocular induzida por substâncias tóxicas, além de serem bons modelos 

para estudo de doenças oftalmológicas. 
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Figura 37 - Comparação entre o olho humano e o olho de zebrafish 

 

Fonte: CHHETRI; JACOBSON; GUEVEN, 2014 (modificado) 

 

No entanto, a maioria dos trabalhos encontrados na literatura associa a 

análise morfológica das alterações do sistema ocular com outras análises, como 

expressão gênica, análise histológica, formação de radicais livres, indução de morte 

celular, dentre outras, permitindo identificar as vias envolvidas no processo de 

malformação e extrapolar os resultados para o homem (HUANG et al., 2014; ZHOU 

et al., 2015; ZOU et al., 2015). Certamente, a inserção de novas metodologias é uma 

alternativa para identificarmos os mecanismos envolvidos na toxicidade de corante 

Disperse Red 60. Por exemplo, sabe-se que as vias que envolvem o ácido retinóico 

estão diretamente envolvidas na formação dos olhos, coração e esqueleto e que 

alguns contaminantes ambientais, como os corantes, são capazes de interferir 

nestas vias (LEE et al., 2004; MATHIEU-DENONCOURT et al., 2014).  

Considerando que o corante causou alteração no desenvolvimento, buscou-se 

compreender se esta alteração poderia modificar os parâmetros de comportamento 

dos organismos, visto que é reconhecido que mudanças comportamentais podem 

estar relacionadas com alterações no desenvolvimento. Abe et al., (2017a), por 

exemplo, demonstraram que modificações no saco vitelíneo causadas pela 

exposição aos corantes Basic Red 51 e eritrostominoma afetam a atividade 

locomotora de larvas de Danio rerio.  

O corante Disperse Red 60 reduziu a atividade locomotora, tempo e distância 

de natação, nos organismos expostos. A redução desta atividade também já foi 

observada em zebrafish expostos a carbamazepina e gemfibrozil ANDRADE et al., 

2016; HENRIQUES et al., 2016). 
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Os ensaios de comportamento têm sido apontados como mais sensíveis 

comparados aos ensaios de desenvolvimento. Nossos resultados também 

mostraram que os ensaios de comportamento foram mais sensíveis, sendo que a 

alteração na atividade natatória foi detectada numa concentração até 100 vezes 

menor do que a concentração que causa efeito no desenvolvimento para o corante 

Disperse Red 60, evidenciando a importância da avaliação da atividade locomotora 

em organismos expostos a poluentes. Outros autores também identificaram a maior 

sensibilidade deste ensaio comparado ao FET com diferentes substâncias, como 

corantes, fármacos e fungicidas (ANDRADE et al., 2016; HENRIQUES et al., 2016; 

ABE et al. 2017a). 

Em contrapartida, o corante Disperse Red 60 gerou poucas alterações nos 

biomarcadores bioquímicos avaliados. A falta de resposta na atividade da AChE 

sugere que este composto não possui potencial neurotóxico. Abe et al (2017c) 

avaliaram a atividade da acetilcolinesterase em larvas de Danio rerio expostas ao 

corante sintético Basic Red 51 e também observaram que este composto não possui 

potencial neurotóxico. Outros indicadores em que não foram observadas alterações 

são a atividade da catalase, os níveis de peroxidação lipídica e os parâmetros de 

energia. O corante natural eritrostominona após fotodegradação também não causou 

alterações nestes biomarcadores em larvas de Danio rerio (ABE et al., 2017b). No 

entanto, o sistema de detoxificação do organismo foi ativado em resposta a 

contaminação, evidenciado pelo aumento da glutationa total nas concentrações de 

0,01 e 0,1 mg/L. Esse aumento da glutationa total, observado nas menores 

concentrações, pode indicar que outras vias não analisadas de defesa antioxidantes, 

como a glutationa peroxidase (GPx) e a glutationa redutase (GR), foram ativadas 

como resposta do metabolismo dos organismos expostos ao corante, e ainda que a 

glutationa total tem papel importante no processo de detoxificação pelo corante 

Disperse Red 60. O aumento da glutationa total contribui na manutenção do estado 

redox celular, pois protege as células das espécies reativas de oxigênio e radicais 

livres (DOYOTTE et al., 1997; SEN, 1997). O aumento da glutationa total também foi 

observada no inseto Sericostoma vittatum expostos a filtros UV (CAMPOS et al., 

2017). Já na maior concentração (1,0 mg/L), a diminuição da atividade da GST e 

níveis de glutationa total podem ter ocorrido pela incapacidade do organismo 

responder frente ao estresse devido ao seu estado debilitado. 
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Diferentemente do corante Disperse Red 60, o azo corante Disperse Red 73 

reduziu a luminescência da bactéria marinha Vibrio fischeri. Outros autores também 

verificaram efeitos de corantes sobre este organismo. Wang et al. (2002), por 

exemplo, avaliaram onze azo corantes e observaram CE20 de 5 - 600,00 mg/L. 

Gottlieb et al. (2003) avaliaram seis azo corantes, os quais apresentaram CE50 entre 

15,70 e 71,00 mg/L. Novotný et al. (2006) avaliaram dois azo corantes, Reactive 

Orange 16 e Congo Red, e dois corantes antraquinona, Remazol Brilliant Blue R e 

Disperse Blue 3, e identificaram valores de CE50 entre 94,0 e 1623,0 mg/L, sendo os 

corantes do tipo antraquinona mais tóxicos para V. fischeri. Leme et al (2015) 

avaliaram a toxicidade do azo corante Reactive Red 120 e do corante antraquinona 

Reactive Blue para V. fischeri e encontraram valores de CE50 de 120,27 e 751,1 

mg/L, respectivamente. Logo, verifica-se que não há uma relação determinante entre 

a classe de corante e sua toxicidade.  

Quanto a toxicidade aguda ao microcrustáceo Daphnia similis, o corante 

Disperse Red 73 causou imobilidade em baixas concentrações neste organismo e foi 

classificado como extremamente tóxico ou muito tóxico para a vida aquática (CE50 < 

1 mg/L) (BAE; FREEMAN, 2007; GLOBALLY HARMONIZED SYSTEM OF 

CLASSIFICATION AND LABELING OF CHEMICALS, 2007). 

O corante Disperse Red 73 não causou mortalidade significativa nos embriões 

e larvas de zebrafish expostos, porém reduziu a inflação da bexiga natatória, induziu 

edemas cardíacos, escoliose e anormalidades no saco vitelínico em embriões de 

Danio rerio. A inflação da bexiga natatória é um importante endpoint para avaliação 

de compostos, pois esse órgão é utilizado para flutuação, permitindo que os 

organismos permaneçam na coluna d’água com gasto mínimo de energia. Além 

disso, o controle de gás na bexiga possibilita que os organismos desçam ou subam 

na coluna d’água, sendo que este controle é mediado pela acetilcolina. A não 

inflação da bexiga natatória na fase larval tem consequências deletérias para a 

sobrevivência de Danio rerio (FINNEY et al., 2006; ROBERTSON et al., 2007), pois 

essa alteração pode modificar os padrões de comportamento, tais como 

alimentação, predação e reprodução, diminuindo a sobrevivência, especialmente em 

habitats naturais onde os recursos alimentares são limitados (HAGENAARS et al., 

2014; VILLENEUVE et al., 2014). 

Organismos que não conseguem inflar a bexiga natatória tem maior gasto de 

energia para permanecerem na coluna d’água. Logo, o desenvolvimento pode ser 
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comprometido, podendo reduzir o tamanho e velocidade de natação do organismo 

(LINDSEY; SMITH; CROLL, 2010; HAGENAARS et al., 2014). Czesny, Graeb e 

Dettmers (2005), por exemplo, observaram que larvas de Perca flavescens com 

bexigas não infladas apresentaram menores taxas de crescimento, além de maior 

predação, demanda metabólica e vulnerabilidade. Dessa forma, fatores que afetam a 

bexiga natatória podem acarretar em danos populacionais.    

Além disso, estudos recentes têm mostrado que a organogênese da bexiga 

natatória de zebrafish e os pulmões de mamíferos compartilham origens muito 

semelhantes, sendo que a maior diferença entre esses dois órgãos é a ramificação 

em alvéolos, característica dos pulmões. Adicionalmente, diversas proteínas são 

expressas de forma semelhante em ambos os órgãos (WINATA et al., 2009; ZHENG 

et al., 2011). 

Como dito anteriormente, o corante Disperse Red 73 induziu edemas 

cardíacos e esses edemas podem estar associados a vazamentos nos vasos 

endoteliais resultando em disfunções no órgão ou ainda a um padrão de sinalização 

incorreta de cálcio, sendo que compostos lipofílicos possuem maior capacidade de 

alterar este padrão devido a sua afinidade por membranas fosfolipídicas (ALVES et 

al., 2004; HALLARE et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2009; ABE et al., 2017a). Este tipo 

de edema já foi relatado em zebrafish expostos a poluentes orgânicos, metais e 

nanopartículas (LI et al., 2017).   

Muitos autores sugerem o zebrafish como modelo animal para avaliação do 

risco cardiovascular in vivo, principalmente pela transparência que facilita a 

contagem dos batimentos cardíacos, podendo inferir sobre ritmo e frequência 

cardíaca, além da visualização de edemas. O coração é o primeiro órgão a se 

desenvolver no peixe zebra, pois após 22 horas pós-fertilização e em 

aproximadamente 48 horas o sistema cardiovascular é totalmente funcional 

(THISSE; ZON, 2002; LIU et al., 2017). Apesar de zebrafish apresentar apenas um 

átrio e um ventrículo, diferentemente dos mamíferos que apresentam dois átrios e 

dois ventrículos, o desenvolvimento cardiovascular é muito semelhante entre estes 

dois grupos (QUAIFE; WATSON; CHICO, 2012; LI et al., 2014). 

Outra alteração observada após a exposição ao corante Disperse Red 73 foi a 

escoliose. As alterações na coluna vertebral podem estar relacionadas com a 

depleção ou desregulação de íons cálcio e fósforo ou com redução de miosina, 

proteína importante para o desenvolvimento normal da coluna (CHENG et al., 2000; 
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OLIVEIRA et al., 2009). A escoliose também já foi reportada em organismos 

expostos a nanopartículas de prata (ABRAMENKO et al., 2017). 

O saco vitelínico apresenta grande importância no fornecimento de energia 

para o embrião e larva, além de atuar na secreção de fatores de crescimento, 

proteínas e citocinas. Logo, a alteração neste órgão pode acarretar em prejuízos ao 

organismo, tal como modificações no crescimento (HERBOMEL et al., 1999; 

STRAHLE et al. 2012; ABE et al., 2017a). Edemas cardíacos, de saco vitelínico e 

alterações esqueléticas também foram observadas em embriões e larvas expostos 

ao triclosan, substância bastante comum em produtos de higiene pessoal (OLIVEIRA 

et al., 2009).  

Com relação ao comportamento de zebrafish expostos ao corante Disperse 

Red 73, podemos observar uma relação dose-resposta no modelo “U” invertido, pois 

em baixas concentrações houve aumento da distância e tempo de natação, 

enquanto em concentrações elevadas houve redução destes parâmetros. Irons et al. 

(2010) também reportaram que baixas doses de álcool e D-anfetamina causam 

hiperatividade, enquanto altas concentrações resultam em hipoatividade em 

zebrafish.  

A redução da atividade locomotora nas larvas expostas ao corante Disperse 

Red 73 pode estar associado ao processo de não inflação da bexiga natatória 

induzido por este corante, pois se reconhece que a não inflação deste órgão pode 

acarretar em prejuízos na atividade de locomoção (STRAHLE et al., 2012). 

Nos organismos expostos ao corante Disperse Red 73, a atividade da AChE 

aumentou na concentração de 0,01 mg/L e diminuiu na concentração de 1 mg/L. O 

aumento na concentração de acetilcolinesterase em baixas concentrações pode ser 

explicado como um mecanismo compensatório após alteração na homeostasia 

(CALABRESE; BALDWIN, 2003). Com isso, pode-se considerar que o Disperse Red 

73 é potencialmente neurotóxico a Danio rerio.  Andrade et al. (2016) relataram um 

aumento na atividade da acetilcolinesterase em embriões de Danio rerio expostos a 

carbamazepina e associaram este aumento com mecanismos de apoptose. Este 

aumento também foi observado em Daphnia magna exposta ao cádmio e carbamato 

propoxur e no crustáceo Palaemon serratus exposto ao antraceno (JEMEC et al., 

2003; GRAVATO et al., 2014).  Já a redução da atividade de acetilcolinesterase 

também foi relatada em larvas de Danio rerio expostas ao corante ertitrostominoma 

e em adultos expostos ao praguicida endosulfan (ABE et al., 2017c; KIM et al., 
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2018). Este corante também aumentou a atividade da enzima antioxidante catalase 

e os níveis de energia total consumida. Esta resposta mostra que houve ativação no 

metabolismo de detoxificação do organismo produzindo espécies reativas, as quais 

foram suficientemente combatidas pela atividade da catalase, como sugere a falta de 

resposta no indicador de estresse oxidativo testado (LPO). Oropesa et al. (2017) 

também relataram o aumento na atividade da catalase e ausência de peroxidação 

lipídica em Daphnia magna expostas a efluentes após tratamento.   

O corante Disperse Red 73 também aumentou o consumo energético dos 

embriões (EC), como visto no ensaio empregando o sistema transportador de 

elétrons (ETS). O aumento da atividade ETS está associado à ativação da cadeia 

respiratória decorrente da maior necessidade de energia para os processos de 

desintoxicação (CHOI et al., 2001). Nossos resultados apontam para esta correlação 

com o processo de desintoxicação, visto que biomarcadores bioquímicos foram 

alterados por este corante. O aumento na atividade ETS também foi relatado para 

Chironomus riparius expostos a clorantranilipole (RODRIGUES et al., 2015). Logo, 

podemos sugerir que o aumento do metabolismo induzido por este corante pode 

reduzir a energia disponível para crescimento e reprodução.  

O corante Disperse Red 73, na forma comercial e purificada, foi capaz de 

induzir mutagenicidade em Salmonella typhimurium pelo mecanismo de 

deslocamento do quadro de leitura, identificado pela linhagem TA98 e substituição 

de pares de base, detectado pela linhagem TA100. O corante Disperse Red 73 

comercial apresentou mutagenicidade moderada (10-100 rev/µg) e baixa (1-10 

rev/µg), na ausência e presença de ativação metabólica para ambas as linhagens, 

ao passo que o corante Disperse Red 73 purificado induziu mutagenicidade baixa 

para linhagem TA 98 na ausência e presença de S9 e para TA 100 na presença de 

metabolização e alta (100-1000 rev/µg) para a linhagem TA 100 na ausência de 

metabolização (CLAXTON et al., 1991a; CLAXTON et al., 1991b; UMBUZEIRO et 

al., 2005). É possível observar que nos ensaios com o corante Disperse Red 73 

purificado houve uma redução de 6 e 2 vezes (ausência e presença de ativação 

metabólica, respectivamente) da mutagenicidade para a linhagem TA 98, 

evidenciando que as alterações no DNA que ocorreram com a linhagem TA 98 

expostas ao corante comercial foram devidas principalmente às impurezas do 

corante Disperse Red 73, ou seja, as impurezas são responsáveis em maior parte 

pelo deslocamento do quadro de leitura observado. No entanto, também podemos 
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observar que após a purificação houve um aumento de 3,4 vezes na mutagenicidade 

para a linhagem TA 100 na ausência de metabolização exógena, indicando que o 

corante é o responsável por induzir substituição de pares de base. Não houve 

alteração na mutagenicidade encontrada para a linhagem TA 100 na presença de 

metabolização exógena. 

As impurezas presentes em corantes compreendem principalmente os 

agentes dispersantes e corantes secundários e os mesmos podem contribuir na 

mutagenicidade da amostra. Vacchi et al. (2013) realizaram a identificação dos 

compostos presentes no corante comercial Disperse Red 1, avaliaram a 

mutagenicidade de cada fração encontrada e observaram que as impurezas 

presentes na amostra contribuíram com cerca de 50% da mutagenicidade do 

corante. No entanto, também foi possível observar neste trabalho que os 50% 

restante da mutagenicidade foi atribuída ao próprio corante. Dessa forma, podemos 

afirmar que tanto as impurezas quanto o corante original podem ser responsáveis 

pela mutagenicidade. 

Verifica-se ainda que a ativação metabólica reduziu a potência mutagênica do 

corante DR 73. Possivelmente os produtos gerados após a ação das isoformas do 

citocromo P450 foram menos reativos com o DNA, o que não indica a detoxificação 

do composto, pois apenas o endpoint mutagenicidade foi avaliado. Os corantes 

têxteis Disperse Red 1, Disperse Red 13 e Disperse Orange 1 também tiveram suas 

potências mutagênicas reduzidas após serem metabolizados (FERRAZ et al., 2011; 

FERRAZ et al., 2013). Os compostos nitroaromáticos, como os corantes Disperse 

Red 73 e Disperse Red 78, frequentemente induzem mutagenicidade direta, ou seja, 

apresentam atividade na ausência de ativação metabólica (JOSEPHY et al. 2016). 

A inserção de ensaios com as linhagens YG1041 e YG1042, derivadas das 

linhagens TA98 e TA100, respectivamente, podem ser uma importante ferramenta 

na avaliação do corante Disperse Red 73, pois apresentam elevada produção das 

enzimas nitro e acetiltransferase, aumentando a sensibilidade para derivados nitro 

de compostos orgânicos (HAGIWARA et al., 1993). 

A elevada mutagenicidade encontrada para o corante Disperse Red 73 

possivelmente está associada com a presença do derivado cianobenzeno, 2-ciano-4-

nitroanilina (CNNA). Josephy et al. (2016) demonstraram que este composto 

apresenta alta capacidade de indução de deslocamento do quadro de leitura. Os 

autores avaliaram a mutagenicidade empregando as linhagens de Salmonella 
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typhimurium TA98, TA98NR (linhagem derivada da TA98, porém com baixa 

atividade de nitroredutase) e YG1024 (linhagem que apresenta alta atividade de N-

acetiltransferase de arilamina) e observaram uma maior resposta para a linhagem 

YG1024, seguido pela linhagem TA 98 e TA98NR, como esperado para compostos 

nitroaromáticos. Cabe ressaltar que o derivado CNNA está presente em outros 

corantes dispersos, como o Disperse Violet 33, aumentando a preocupação com 

estes compostos (JOSEPHY et al., 2016). 

Assim como o corante Disperse Red 73, o corante Disperse Red 78 reduziu a 

luminescência da bactéria marinha Vibrio fischeri e causou imobilidade em Daphnia 

similis, sendo extremamente tóxico ou muito tóxico para a vida aquática (CE50 < 1 

mg/L) (BAE; FREEMAN, 2007; GLOBALLY HARMONIZED SYSTEM OF 

CLASSIFICATION AND LABELING OF CHEMICALS, 2007). 

As características lipofílicas dos corantes dispersos podem facilitar a absorção 

e indução de danos. Yu et al. (2015) avaliaram a toxicidade do corante Disperse Red 

1 e observaram que Daphnia similis absorve grande quantidade do corante.  Ferraz 

et al. (2011) avaliaram a ecotoxicidade de dois azo corantes dispersos, Disperse 

Red 1 e Disperse Red 13, e concluíram que ambos são muito tóxicos para a vida 

aquática, pois apresentam CE50 de 0,127 e 0,019 mg/L, respectivamente. Croce et 

al. (2017) avaliaram a toxicidade de 42 corantes de diferentes classes para Daphnia 

magna e observaram que 34 compostos apresentaram CE50 maior que 100 mg/L e 

não houve uma correlação significativa entre a estrutura química e a toxicidade dos 

corantes. Segundo Olgaard et al. (1998), outras características têm importante papel 

na toxicidade, tal como o tipo de formulação, incluindo impurezas, interações e 

inibição de luz.  

Se analisarmos a estrutura química dos corantes Disperse Red 73 e Disperse 

Red 78 pode-se observar que a única diferença entre eles é a presença de um 

grupamento ciano (CN) ao invés de um átomo de cloro (Cl) na posição 2 do primeiro 

anel aromático no corante Disperse Red 73 e no corante Disperse Red 78, 

respectivamente. Essa pequena diferença foi capaz de alterar a ecotoxicidade 

observada, sendo que o corante Disperse Red 78 foi cerca de 6 vezes mais tóxico 

comparado ao corante Disperse Red 73. Ferraz et al. (2011) avaliaram dois corantes 

têxteis e também verificaram que a inserção de um átomo de cloro na posição 2 do 

primeiro anel aromático do corante Disperse Red 1, dando origem ao Disperse Red 

13, foi capaz de elevar a toxicidade em Daphnia similis. No entanto, também não 
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podemos descartar a possibilidade de a diferença de toxicidade ser atribuída às 

impurezas da amostra e não apenas à inserção do cloro na estrutura química, visto 

que ambos corantes apresentam uma taxa de impureza entre 20 e 40%. 

Como podemos verificar, o microcrustáceo Daphnia similis foi bastante 

sensível aos corantes Disperse Red 73 e Disperse Red 78. Os invertebrados têm 

sido apontados como organismos bastante sensíveis e possíveis substitutos de ratos 

e camundongos em pesquisas ecotoxicológicas (LIU et al., 2007). Estudos 

apontaram uma correlação entre valores de CE50 para Daphnia magna e DL50 para 

ratos expostos a diferentes substâncias químicas (KHANGAROT; RAY; CHANDRA, 

1987; GUILHERMINO et al., 2000). As principais vantagens de utilizar invertebrados 

em triagens é a redução do número de animais nos ensaios de toxicidade e 

presença de sistema de metabolização, que pode estar ausente em ensaios in vitro 

(LIU et al., 2007). 

Analisando a toxicidade encontrada nos ensaios com Daphnia similis e Vibrio 

fischeri observou-se que os ensaios com microcrustáceo foram mais sensíveis que o 

ensaio com a bactéria. Da mesma forma, Barata et al. (2008) avaliaram misturas 

contendo compostos de origem industrial empregando diferentes bioensaios e 

observaram que ensaios com Daphnia magna foram mais sensíveis que outros, 

como o ensaio com Vibrio fischeri. Liu et al. (2002) também compararam a 

toxicidade de diferentes tipos de efluentes para as espécies Daphnia similis e Vibrio 

fischeri. Ao final do trabalho verificaram que Daphnia se mostrou mais sensível nos 

ensaios. No entanto, houve efluentes tóxicos apenas para uma espécie, 

evidenciando a importância de se utilizar mais de um organismo teste na avaliação 

da toxicidade. 

A maior sensibilidade de Daphnia comparada com Vibrio fischeri pode estar 

relacionada com a ingestão de contaminantes, visto que organismos como 

microcrustáceos e peixes, durante os bioensaios, podem ingerir mais substâncias, 

comparado a bactérias (BARATA et al., 2008). No entanto, a comparação direta da 

sensibilidade de Daphnia similis e Vibrio fischeri deve ser realizada com muita 

cautela, uma vez que os endpoints analisados são distintos e há diferença na 

complexidade dos organismos teste. 

Diferentemente dos corantes dispersos, os corantes reativos normalmente 

apresentam baixa ou nenhuma toxicidade para Daphnia similis e Vibrio fischeri. 

Segundo Novotný et al. (2006), alguns corantes azo ácidos, básicos e diretos podem 
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ser tóxicos para peixes, crustáceos, algas e bactérias, enquanto que corantes azo 

reativos não são tóxicos para organismos aquáticos e apresentam valores de CE50 > 

100 mg/L. De acordo com Leme et al. (2015), os corantes têxteis Reactive Red 120 

e Reactive Blue 19 também não são tóxicos para Daphnia similis e Vibrio fischeri. 

Dessa forma, os corantes reativos podem ser uma alternativa ao uso de corantes 

mais tóxicos como os dispersos.   

O corante Disperse Red 78 não causou mortalidade e malformações nos 

embriões e larvas de Danio rerio expostos ao corante. No entanto, induziu alterações 

do comportamento no mesmo padrão que o corante Disperse Red 73, modelo “U” 

invertido, sendo a atividade locomotora aumentada em baixas concentrações e 

reduzida em concentrações elevadas. O aumento desta atividade também foi 

relatado em larvas de Danio rerio expostas a baixas concentrações dos praguicidas 

glifosato e diquat (ZHANG et al., 2017; WANG et al., 2018). 

Neste trabalho foram observadas alterações no comportamento em 

concentrações muito inferiores às concentrações que causaram alteração no 

desenvolvimento para os corantes Disperse Red 60 e Disperse Red 73, assim como 

foram observadas modificações no comportamento de organismos expostos ao 

corante Disperse Red 78, sendo que este corante não induziu nenhuma alteração no 

desenvolvimento nas condições avaliadas. Logo, outros fatores ou mecanismos, 

além do desenvolvimento, possivelmente estavam envolvidos na modificação do 

comportamento dos organismos expostos.  

O corante Disperse Red 78 foi o que mais provocou alterações no 

metabolismo de detoxificação e defesa antioxidante dos biomarcadores analisados 

em Danio rerio. A atividade da AChE diminuiu na maior concentração testada (10 

mg/L), mostrando um potencial efeito neurotóxico deste composto apenas em 

concentrações elevadas. Adicionalmente, a atividade da enzima glutationa S-

transferase foi reduzida, assim como da catalase. Essa redução sugere que o 

corante Disperse Red 78 pode levar ao estresse oxidativo, pois há alterações nas 

defesas antioxidantes. ZHANG et al. (2012) observaram redução da atividade da 

GST em adultos de Danio rerio expostos a efluente, assim como já foi relatado 

redução na atividade da catalase em machos de Danio rerio expostos a microcistina 

e nitrito (LIN  et al., 2018).  

Em condições de estresse também podem ocorrer alterações nos 

biomarcadores energéticos devido à indução do sistema de detoxificação, 
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modificando as reservas energéticas, energia consumida e alocação de energia 

celular (SOKOLOVA et al., 2012). Como podemos observar, os lipídeos foram a 

principal reserva energética dos embriões devido a grande quantidade deste 

constituinte no vitelo nesta fase da vida, diferentemente dos adultos que apresentam 

maior quantidade de proteínas como conteúdo energético (SMOLDERS et al., 2003; 

FRAHRER et al., 2016). O corante Disperse Red 78 reduziu a fração de lipídios dos 

organismos nas concentrações de 1,0 e 10,0 mg/L, o que possivelmente ocorreu 

porque os lipídios são a primeira reserva a ser mobilizada pelo organismo quando 

expostos a contaminantes (DE COEN; JANSSEN, 1997). Este corante também 

aumentou a fração de carboidratos nas concentrações de 1,0 e 10,0 mg/L e de 

proteínas na concentração de 10,0 mg/L. Este aumento também foi observado para 

Daphnia magna exposta a diferentes contaminantes e para o isópodo Porcellionides 

pruinosus exposto ao níquel (DE COEN; JANSSEN, 2003; FERREIRA et al., 2015). 

A hipótese proposta por alguns autores para o aumento de proteínas está 

relacionada com a indução de síntese proteica utilizada no mecanismo de 

detoxificação (SMOLDERS et al., 2003; NOVAIS; AMORIM, 2013). Smolders, De 

Boeck e Blust também identificaram o aumento nas frações de proteínas em Danio 

rerio expostos a efluente.   

O corante Disperse Red 78 também aumentou o consumo energético dos 

embriões (EC) e reduziu a alocação de energia celular, essa redução pode ser 

resultante do aumento da energia consumida ou diminuição das reservas 

energéticas, ou ainda pela combinação dos dois parâmetros, como foi observado 

para o corante Disperse Red 78.   

O corante Disperse Red 78 induziu mutagenicidade extremamente baixa, 0,1-

1 rev/µg (CLAXTON et al., 1991a; CLAXTON et al., 1991b; UMBUZEIRO et al., 

2005). Esse corante induziu apenas deslocamento do quadro de leitura nos 

organismos expostos, mecanismo detectado pela linhagem TA 98. Apesar da baixa 

potência mutagênica do corante Disperse Red 78, é importante ressaltar que não há 

um limiar de tolerância para compostos mutagênicos (CHASIN; AZEVEDO, 2003).  

Conforme já citado, a estrutura química do Disperse Red 73 e Disperse Red 

78 são muito semelhantes, diferindo apenas na posição 2 do primeiro anel. No 

entanto, essa diferença alterou a mutagenicidade. Resultados semelhantes foram 

observados em outros estudos. De acordo com a Agência de Substâncias Tóxicas e 

Registro de Doenças (ATSDR, 2006), compostos com cianeto podem ser 
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mutagênicos e a metabolização diminui a potência mutagênica, como observado 

neste trabalho. Segundo Ferraz et al. (2011) a presença do cloro nesta mesma 

posição da estrutura química do corante Disperse Red 13 diminuiu significativamente 

a mutagenicidade comparado ao corante Disperse Red 1, que apresenta a mesma 

estrutura química, exceto o átomo de cloro. Uma possível explicação desta 

ocorrência é a diminuição da densidade eletrônica no grupamento azo e 

consequentemente menor reatividade com grupos nucleofílicos do DNA (LEVINE, 

1985; FERRAZ et al., 2011). A toxicidade do corante é dependente da estrutura 

química e pequenas alterações na molécula podem modificar os efeitos causados, 

por isso é importante avaliar individualmente cada substância, como demonstrado 

para os corantes Disperse Red 1 e Disperse Red 13; e Disperse Red 1 e Disperse 

Orange 1 (CHEQUER et al., 2009; FERRAZ et al., 2011; FERRAZ; GRANDO; 

OLIVEIRA, 2011). 

Outra grande preocupação com os corantes Disperse Red 73 e Disperse Red 

78 está relacionado à sua capacidade de formar aminas aromáticas após 

metabolização por sistemas biológicos. Segundo Franco et al. (2018) as reações de 

metabolização destes corantes ocorrem principalmente no grupo azo e nitro, 

indicando a redução destes grupamentos pelas enzimas do citocromo P-450. Neste 

estudo, os autores avaliaram a biotransformação in vitro dos corantes Disperse Red 

73 e Disperse Red 78, identificando dois metabólitos formados para o corante DR73, 

sendo estes a 5-amino-2-((4-((2-cianoetil)(etil) amino) fenil)diazenil)benzonitrile e 2-

(2-(4-((2-cianoetil)(etil)amino) fenil) hidrazinil)-5-nitrobenzonitrile e o metabólito 3-((4-

((4-amino-2-clorofenil)diazenil) fenil)(etil)amino)propanenitrila para o corante DR78. 

Grupos químicos destas estruturas identificadas constam na classificação de 

substâncias perigosas para a saúde humana, proposta pela Agência Internacional de 

Pesquisa em Câncer (IARC). Além da metabolização in vitro, os autores avaliaram 

os produtos formados após metabolização in vivo empregando Escheria coli e 

identificaram a formação de 3-((4-aminofenil)(etil)amino)propanitrila e 4-nitroanilina, 

sendo a última considerada tóxica para a saúde e meio ambiente. Já para o corante 

Disperse Red 78 houve a formação de 3-((4-aminofenil)(etil)amino)propanitrila e 2-

cloro-4-nitroanilina, sendo o segundo produto considerado possivelmente 

carcinogênico para seres humanos segundo a IARC. 

Os resultados obtidos no presente trabalho são preocupantes do ponto de 

vista ambiental, pois as concentrações testadas podem ser facilmente atingidas 
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considerando a estimativa de lançamento de 280.000 toneladas de corantes por ano 

no ambiente aquático, uma vez que essa grande quantidade lançada é devida 

principalmente à baixa fixação dos corantes às fibras tingidas (GUARATINI; 

ZANONI, 2000; MAAS; CHAUDHARI, 2005).  

Adicionalmente, é importante considerar que devido às exigências do 

mercado consumidor em relação à robustez da cor nas fibras coloridas frente a 

diferentes processos, como transpiração, lavagem e exposição ao sol, as moléculas 

de corantes utilizadas são cada vez mais estáveis, aumentando o tempo de meia 

vida destes compostos no ambiente. Por exemplo, o tempo de meia vida da forma 

hidrolisada do corante Reactive Blue 19 é de 46 anos, sob pH 7,00 e 25°C (HAO; 

KIM; CHIANG, 2000), o que evidencia os riscos ambientais associados à presença 

dos corantes. 

Considerando os resultados obtidos nesta pesquisa verifica-se que os 

corantes avaliados têm efeitos deletérios à biota aquática, os quais incluem 

alterações bioquímicas, comportamentais, no desenvolvimento e na sobrevivência 

das espécies. Dentro deste contexto, pode-se inferir que não somente alterações em 

níveis individuais e populacionais são esperadas, mas também em níveis de 

comunidades e ecossistemas. Salienta-se, portanto, a necessidade do 

estabelecimento de regulamentações mais efetivas na produção e liberação dos 

corantes, bem como no seu descarte nos efluentes, uma vez que estes acabam 

atingindo os ecossistemas aquáticos.  
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6 CONCLUSÃO 

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que os três corantes dispersos 

avaliados são capazes de causar efeitos deletérios nos organismos expostos em 

diferentes níveis de organização biológica. No entanto, os azo corantes Disperse 

Red 73 e Disperse Red 78 foram mais tóxicos para os organismos Vibrio fischeri e 

Daphnia similis, assim como alteraram maior número de endpoints em embriões e 

larvas de Danio rerio, incluindo biomarcadores bioquímicos e de energia, 

comportamento e desenvolvimento. Adicionalmente, estes dois corantes induziram 

mutagenicidade em Salmonella typhimurium. 

As alterações nos organismos expostos foram observadas a partir da 

concentração de 1 µg/L, atividade da enzima catalase em embriões de Danio rerio 

expostos ao corante Disperse Red 73. Dessa forma, este corante foi identificado 

pelo seu potencial em causar efeito na menor concentração comparado aos outros 

corantes.  

Apesar do corante Disperse Red 60 alterar menor número de parâmetros 

avaliados, devemos ressaltar que este corante já foi encontrado em efluentes no 

Brasil, aumentando a preocupação com esta substância. 

Dessa forma, considerando os objetivos específicos, podemos concluir que: 

1) Os corantes Disperse Red 73 e Disperse Red 78 causam toxicidade aguda 

em Vibrio fischeri e Daphnia similis;  

2) Os corantes Disperse Red 60 e Disperse Red 73 causam alterações no 

desenvolvimento de embriões e larvas de Danio rerio, assim como os três 

corantes induzem alterações comportamentais e bioquímicas nestes 

organismos e  

3) Os corantes Disperse Red 73 e Disperse Red 78 induzem mutagenicidade em 

Salmonella typhimurium. 
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APÊNDICE 1 - Resultados das análises estatísticas nos ensaios com Danio rerio 

 

Tabela A: Valores de ANOVA calculados para ensaio FET com Danio rerio para o corante 

Diserse Red 60 

 

Parâmetro              hpf                      ANOVA              

Edema 
Ocular 

96 F(7,16)= 32,31 p<0,0001 

120 F(7,16)= 72,90 p<0,0001 

144 F(7,16)= 94,22 p<0,0001 

 

 

Tabela B: Valores de ANOVA calculados para ensaio FET com Danio rerio para o corante 

Diserse Red 73 

Parâmetro hpf ANOVA 

Bexiga natatória não 
inflada 

96 F(7,16)= 36,10 p<0,0001 

120 F(7,16)= 118,5 p<0,0001 

144 F(7,16)= 107,1 p<0,0001 

Edema do pericárdio 48 F(7,16)= 1172 p<0,0001 

72 F(7,16)= 144,9 p<0,0001 

96 F(7,16)= 144,9 p<0,0001 

Escoliose 48 F(7,16)= 26,46 p<0,0001 

72 F(7,16)= 26,46 p<0,0001 

96 F(7,16)= 26,46 p<0,0001 

120 F(7,16)= 60,81 p<0,0001 

144 F(7,16)= 67,41 p<0,0001 

Saco vitelínico anormal 48 F(7,16)= 131,4 p<0,0001 

72 F(7,16)= 148,1 p<0,0001 

96 F(7,16)= 148,1 p<0,0001 

120 F(7,16)= 105,8 p<0,0001 

144 F(7,16)= 105,8 p<0,0001 
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Tabela C: Valores de ANOVA calculados para o ensaio de comportamento com 

Danio rerio 

 

Parâmetro ANOVA 

DR60 DR73 DR78 

DTN claro F(4,45)= 8,273  p<0,0001 F(4,45)= 22,64 p<0,0001 F(4,43)= 71,90 p<0,0001 

DTN escuro F(4,45)= 28,01 p<0,0001 F(4,45)= 74,72 p<0,0001 F(4,45)= 448,5 p<0,0001 

TTN Claro F(4,45)= 8,284 p<0,0001 F(4,45)= 18,45 p<0,0001 F(4,45)= 28,91 p<0,0001 

TTN escuro F(4,45)= 155,8 p<0,0001 F(4,45)= 81,32 p<0,0001 F(4,35)= 288,1 p<0,0001 
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Tabela D: Valores de ANOVA calculados para os ensaios com biomarcadores 

bioquímicos e energéticos com Danio rerio 

 

Biomar- 
cador 

ANOVA 

DR60 DR73 DR78 

AChE F(4,35)= 0,9737 p=0,4343 F(4,35)= 8,102 p<0,0001 F(5,38)= 7,341 p<0,0001 

GST  F(4,35)= 2,528  p= 0,05 F(4,35)= 0,8463 p= 0,051 F(5,40)= 5,880 p= 0,0004 

CAT F(4,33)= 1,528 p= 0,2167 F(4,34)= 6,213 p= 0,0007 F(5,39)= 15,08 p<0,0001 

GT F(4,35)= 12,60 p<0,0001 F(4,35)= 2,513 p= 0,059 F(4,35)= 6,852 p<0,0001 

LPO F(4,29)= 0,5599 p= 0,6935 F(4,32)= 0,1176 p= 0,9753 F(5,42)= 0,4212 p= 0,8313 

LIP F(4,35)= 0,5023 p= 0,7342 F(4,35)= 0,1808 p= 0,9468 F(5,42)= 11,01 p<0,0001 

CARB F(4,35)= 0,6788 p= 0,6113 F(4,35)= 0,5770 p= 0,6812 F(5,42)= 10,29 p<0,0001 

PROT F(4,33)= 1,412 p= 0,2515 F(4,35)= 0,3489 p= 0,8430 F(5,42)= 9,903 p<0,0001 

Ed F(4,33)= 1,335 p= 0,2775 F(4,34)= 1,297 p= 0,2906 F(5,42)= 14,14 p<0,0001 

Ec F(4,35)= 1,572 p= 0,2034 F(4,35)= 26,90 p<0,0001 F(5,42)= 78,83 p<0,0001 

AEC F(4,34)= 1,137 p= 0,3557 F(4,29)= 1,422 p= 0,2516 F(5,38)= 50,21 p<0,0001 
 

Ache: acetilcolinesterase CARB: carboidratos  
GST: glutationa S-transferase PROT: proteínas 
Cat: catalase Ed: energia disponível 
GT: glutationa total Ec: energia consumida 
LPO: peroxidação lipídica AEC: alocação de energia celular 
LIP: lipídios  
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ANEXO 1 - Parecer da Comissão de Ética no Uso de Animais, da Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas de Ribeirõ Preto, constando a aprovação do projeto de 

pesquisa 

 

 
 

 

 



106 

 

ANEXO 2 - Primeira página do artigo publicado com os resultados dos ensaios de 

mutagenicidade com Salmonella typhimurium 
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