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Aspectos ecotoxicoldgicos dos corantes indigo blue sintético e natural: énfase para o
biomarcador histoldgico (tecido nervoso) de Danio Rerio antes e apds recuperacao
biologica.

Pablo Ferreiral
Renata Fracacio Francisco?

Recursos Hidricos e Qualidade da Agua

Resumo

Na atual sociedade, observa-se a exacerbada poluicdo dos ambientes aquaticos provenientes de
produtos quimicos que ameagcam a biota e o equilibrio desse meio. Nesse contexto, destacam-se 0s
setores téxtil e alimenticio, que por meio de seus efluentes liquidos, lancam corantes, dentre outros
agentes poluidores de alto grau de complexidade quimica, de dificil degradagdo e elevado potencial
de interagir com os sistemas bioldgicos. Dentre os corantes, destaca-se o indigo blue na fabricacéo
de jeans amplamente utilizado no mundo. Nesse sentido, foi objetivo do presente estudo avaliar o
potencial ecotoxicologico dos corantes indigo blue sintético e natural, na concentragdo de 100 mg.
L por meio da exposicéo cronica (21 dias) do organismo-teste Danio rerio, seguindo-se a analise
do biomarcador histoldgico, tecido nervoso. Apos periodo de exposicdo, uma porcentagem dos
organismos-teste expostos aos corantes permanece por mais 21 dias em agua de cultivo a fim de
avaliar-se a recuperacdo biologica, analisando-se 0 mesmo biomarcador acima citado. Foram
observadas multiplas alteracGes em ambas as situagdes experimentais, sendo que as mais frequentes
consistiram na degeneracdo do tecido nervoso, vacuolizacdes e células picndticas, evidéncias de
morte celular precoce, comprovando a ecotoxicidade desses corantes em meio aquatico. Destaca-se
ainda que em experimentos de recuperacdo biolégica de 21 dias, ndo houve reversdo das lesdes
desencadeadas no tecido nervoso, pela exposicao aos corantes indigo blue sintético e indigo blue
natural, indicando a severidade dos efeitos.

Palavras-chave: Ecotoxicologia; indigo Blue; Zebrafish; Histopatologia; Tecido
Nervoso.
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INTRODUQAO

A poluicdo de corpos hidricos é uma das maiores problematicas ambientais da
atualidade. Os efluentes industriais, originarios dos mais diversificados processos de
producéo, tém sido historicamente um importante fator de degradacdo ambiental. Nesse
processo, destacam-se 0s poluentes inorganicos, como 0s metais potencialmente toxicos, e
0s organicos, que além de apresentar uma diversidade de sitios de ligacdo com os sistemas
bioldgicos, ainda podem gerar subprodutos com maior potencial ecotoxicoldgico.
(ARCHELA et al, 2003). Nesse contexto, compostos quimicos muito utilizados em uma
ampla diversidade de indUstrias s&o os corantes sintéticos, com diversas finalidades como,
por exemplo, tornar os produtos esteticamente diferenciados, como na producdo téxtil,
tornar alimentos mais chamativos, além do uso na producao de couro, cosméticos, papel,

automobilistico, dentre outros.

A literatura relata que do total de corantes produzidos, dois ter¢os destinam-se a
industria téxtil, e sdo utilizados em larga escala. (DA SILVA et al., 2021). Estima-se que
2.000 tipos de corantes estao atualmente disponiveis devido a variedade de fibras existentes
que precisam ser coloridas de acordo com suas especificidades (ALMEIDA et al., 2004;
GUARATINI; ZANONI, 2000). A industria téxtil € uma atividade que faz uso de grande
volume de &gua, e dentre os corantes mais utilizados mundialmente, estdo os indigoides, na
fabricacdo de Jeans (ZANONI; CARNEIRO, 2001).

Diante do exposto, a presente pesquisa buscou estudar os aspectos ecotoxicologicos
do corante indigo blue sintético e natural, em adultos de Danio rerio por meio da analise
do biomarcador histoldgico de tecido nervoso, antes e apds processo de recuperacao
bioldgica. Tal estudo objetivou contribuir com a interpretacao de efeitos desencadeados por
concentracdo representativa de corantes em efluentes téxteis, de modo a contribuir com
estudos futuros de analise de risco, a partir da compreensao da relacdo concentracéo e efeito

bioldgico, para gestdo de corpos de agua visando a protecdo da vida aquatica.
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M ETODOLOGIA

MANUTENGAO E CULTIVO DE D. RERIO

A cultura de Danio rerio foi mantida no Laboratério de Toxicologia de
Contaminantes Ambientais e Histopatologias (LATHIS) do Instituto de Ciéncia e
Tecnologia de Sorocaba — UNESP, seguindo-se as recomendagdes da norma ABNT NBR
15088 (2011). A agua destinada ao cultivo e experimentos foi a de abastecimento
previamente filtrada (filtros de carvéo ativado) e desclorada. Os parametros pH, oxigénio
dissolvido e dureza foram monitorados diariamente, para que fossem ajustados na faixa de
6,8 e 7; acima de 4mg/L; 44mg/L! +2; respectivamente. A alimentacdo ministrada foi
racdo tetramim® com 97% de proteina bruta, “add libitum”, duas vezes ao dia. Os
organismos foram mantidos em aquarios de 20L em laboratério, na propor¢do de 1g de
peixe por litro de agua, mantidos em sala climatizada para temperatura (26°C £ 1°C) e

fotoperiodo (12:12 luz — escuro).

Desenho experimental

O corante indigo blue sintético, padrao puro (pureza > 98%) foi obtido da empresa
Sigma-Aldrich, e o corante indigo natural (extraido da planta Indigofera tinctoria), foi
doado pela empresa de tingimento natural Ai Ginska (S&o Paulo -SP). Ambos os corantes
foram testados na concentragdo de 100 mg. L, determinada com base na literatura,
considerando-se a concentracdo média de corantes em efluentes téxteis
(ALBUQUERQUE, 2009).

Os testes de toxicidade seguiram as recomendacfes de OECD (2010), adaptado
para o biomarcador histologico tecido nervoso e foram realizados em aquarios com
capacidade para 3 litros, onde adicionou-se 2 litros de solucdo experimental de cada
tratamento, sendo eles: indigo natural 100 mg. L*; indigo blue sintético 100 mg. Lt e
Controle (4gua de cultivo). Em cada aquario adicionou-se 3 individuos adultos de Danio
rerio (3 meses de idade) e para cada tratamento montou-se 4 réplicas, totalizando um N de
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12 organismos-teste por condicdo experimental. A duracéo foi de 21 dias. Apds esse tempo,
6 individuos de cada condicdo experimental foram aleatorimente destinados a andlise
histologica. Os demais organismos (6 de cada condi¢do experimental), foram destinados
aos aquarios contendo apenas agua de cultivo, onde permaneceram mais 21 dias, em
recuperacdo bioldgica, seguindo-se a analise histoldgica.

Histologia: analise qualitative e semi-quantitativa

Os organismos-teste provenientes da exposi¢do aos corantes e controle por 21 dias
e 0s provenientes da recuperacdo bioldgica (21 dias de exposicdo aos corantes e mais 21
dias de recuperacdo bioldgica em &gua de cultivo), foram sacrificados utilizando-se o
método de reducdo gradativa de temperatura, até 0 °C, e posterior inser¢cdo em fixador
bouin, para as andlises histolégicas. seguindo-se as etapas de desidratacdo em seriacdo
gradativa de alcool e xilol, inclusdo em parafina, e cortes em microtomo micron HM340E
(4um, com navalha de ago) para montagem de ldminas. A coloragdo utilizada foi
Hematoxilina-Eosina. Os cortes histoldgicos foram observadas em microscopio 6ptico
Axio Scope Al e caracterizadas no software ZEN, priorizando-se a analise do tecido
nervoso. A andlise qualitativa foi baseada em: site didatico de Anatomia Patoldgica,
Neuropatologia e Neuroimagem — UNICAMP; Nervous System - National Toxicology
Program; Neuroanatomy of the zebrafish brain: a topological atlas - Wullimann et al.
(1996).

Para a comparacdo dos resultados semi-quantitativos da histologia foi aplicado o
teste estatistico de Kruskal-Wallis, utilizando-se o software Past 4.03, onde comparou-se a
quantidade de alteragdes detectadas em cada individuo de cada condicdo experimental,

considerando-se 95% de confianca.

RESULTADOS E DlscussAo

Controle

Normalmente, o cérebro do zebrafish possui conexdes claras entre as composicoes
do tecido nervoso, onde é possivel identificar suas diferentes camadas. O exposto na figura
1 apresenta a regido do cértex cerebelar que é subdividido em trés camadas, a camada
molecular, que contém poucos neurbnios, mas € abundante em prolongamentos de
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neurdnios e sinapses. No contexto histolégico, essa camada é dada como rdésea e pouco
granulosa, possuindo uma proporcao equilibrada na distribuicdo das células dessa regido
granulada. A segunda camada, é a camada das Células de Purkinje, que representa a via de
saida do cortex cerebelar. Sua caracteristica € seu nucleo grande, possuindo cromatina
granulosa e nucléolo aparente. A terceira e ultima camada é granulosa, que se difere das
outras na volumosa presenca de nucleos, além de possuir neurénios (Células de Golgi).

Assim, identifica-se peIa |rregular|dade das células e pouco espacadas.

Legenda L. Cm — Camada Molecular; CG — Camada Granulosa; Ponta de seta (») — Células de Purkinje.
Legenda II e 111, Setas (—) — Neuronis davel na d lecular. Ponta de seta (») - Células granulares.

Figura 1 - Imagens histoldgicas do tecido nervoso de adultos de D. rerio do grupo
controle (sem exposicdo aos corantes). | - Aumento de 10x; Il - Aumento de 10x. Il —
Aumento de 5x.

Indigo blue sintético
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Os quadros da figura 2 representam a histologia do tecido nervoso dos organismos
que foram expostos a 100 mg. L™ do indigo blue sintético por 21 dias. Ao comparar a
qualidade do tecido nervoso exposto ao corante com o grupo controle (Figura 1), pode-se
perceber uma significativa diferenciacdo na prdpria textura da estrutura tecidual, padréo
que acompanha a grande maioria dos organismos expostos, dado como a alteracdo do
tecido. Além disso, identificou-se a degeneracdo da camada das células de Purkinje. As
setas indicam a degeneracgdo neural e a excessiva vacuolizacdo dos neurbnios, enquanto a
ponta de seta evidencia a deformacao de neur6nios e das células gliais. Em 2-B, é possivel
identificar através das setas, a presenca de morte celular, e a excessiva vacuolizagdo,

indicado pelas pontas de setas.

Legenda A. Ocorre a degeneragdo de todo o tecido nervoso e estruturas. As setas (—) representam a degeneragdo e excessiva
vacuolizagdo dos ncurdnios , enquanto a ponta de scta (P) cvidencia a deformagido de neurdnios ¢ das células gliais. Legenda
B. As setas (—) indicam células picnéticas (morte celular) acompanhada de excessiva vacuolizagdo, indicada pelas pontas de
setas (D).

Figura 2 - Imagens histologicas do tecido nervoso de D. rerio expostos 21 dias ao
corante Indigo blue sintético. A- Aumento de 20x; B - Aumento de 20x.

Recuperacdo bioldgica indigo Blue sintético

Na figura 3 é exibido a histologia dos organismos que passaram pelo periodo de
recuperacdo bioldgica, em condi¢Ges ambientais similares ao controle, por 21 dias. Em 3-
C, as setas exibem uma severa vacuolizacdo e degeneracdo do tecido nervoso, enquanto a
regido amarela quadriculada apresenta células significativamente deformadas e o volume
reduzido mais a esquerda da area indicada. Em 3-D, as setas indicam um extremo

estriamento e necrose do tecido, com ocorréncias de células picngticas, excessiva
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vacuolizagéo e deformacdo celular.

Legenda C. A scta (—) indica a vacuolizagdo das células ocorrida no tecido (degenceragio), ¢ a regido quadriculada representa
células deformadas ¢ volume reduzido de células. Legenda D. A scta (—) representa o estriamento ¢ necrose de parte do
tecido nervoso, enquanto a ponta de seta (» ) indica a deformagao excessiva das células.

Figura 3 — Imagens histoldgicas do tecido nervoso de adultos de D. rerio ap6s 21
dias de recuperacdo bioldgica dos organismos expostos ao indigo blue sintético. C -
Aumento de 20x; D - Aumento de 10x.

indigo blue natural

As mesmas condicdes experimentais da estrutura de contaminacdo com o indigo
blue sintético foram dadas ao desenho experimental de exposic¢éo ao indigo blue natural.
Nesse sentido, a figura 4 expGe os tecidos histoldgicos dos organismos-testes expostos ao
indigo blue natural, enquanto a figura 5 evidencia a histologia dos individuos da
recuperacao bioldgica.

Na figura 4-E ha uma manifesta vacuolizacdo (seta) e neurdnios necréticos (ponta
de seta). Além disso, verifica-se 0 estriamento do tecido. Em 4-F percebe-se um grave
enrijecimento do tecido, bem como a reincidéncia de vacuolizacbes e de neurbnios
necroticos (seta), enquanto a regido em vermelho revela uma congestdo e proliferacdo
desordenada de células (neoplasia), somado a necrose do préprio tecido bem ao lado direito
da regido indicada e a diminui¢do visual do nimero de células, bem como neurénios

picnaticos.
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Legenda E. Degeneracio de células representadas pelas vacuolizagdo reincidente indicadas pelas setas (—) e presenca de
neurdnios necroticos (» ). Legenda F. Vacuolizagao indicadas pelas setas (—) e neurénios em degeneragio pelas pontas de
setas (D). A regido quadriculada apresenta congestdo e proliferagio desordenada de células (neoplasia).

Figura 4 - Imagens histologicas do tecido nervoso de D. rerio expostos 21 dias ao

corante indigo blue natural. E- Aumento de 20x; F - Aumento de 20x.

Em ambas as figuras a seguir, (5-G e 5-H) é possivel identificar regibes com
evidente degeneracdo celular (seta), além de outras regiGes mais clarificadas, com células
diferenciadas e deformadas (ponta de seta), compreendendo uma grande desmielinizagéo.

Legenda G e H. Evidéncias de degeneracdo celular indicadas pelas (—) além de regides clarificadas e com

células deformadas, indicando desmielinizagdo (P ).

Figura 5 - Imagens histoldgicas do tecido nervoso de adultos de D. rerio apés 21
dias de recuperacgdo bioldgica dos organismos expostos ao indigo blue natural. G - Aumento
de 10x; H - Aumento de 20x.

Em relacdo a andlise semi-quantitativa, o numero de alteracGes foi
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significativamente maior do que no controle tanto para o corante indigo blue sintético

quanto para o indigo blue natural. O numero de alteracdes observadas ap0s tempo de

recuperacdo biologica nao diferiu em relacdo aos tratamentos com 0s respectivos corantes,

indicando a ndo recuperacao bioldgica ( Tabela 1).

Tabela 1 — Numero de organismos avaliados em cada condi¢do experimental e controle,

indicando o nimero de organismos alterados histologicamente e a quantidade de alteracGes

por individuos expostos

Quantidade de
organismos que

*Experimento

**Organismos apresentaram pelo

% de
organismos

Quantidade de alteragdes por

Somatoria de
alteragdes encontradas
considerando-se todos

analisados menos uma das organismo e
~ alterados os individuos
alteragdes .
. analisados
descritas

Controle 8 0 0% - 0
B1:8

B 5 3 60% B2:5 18
B3:5
BR1:7

) -0,

BR 3 2 67% BRZ 6 13
N1:6
N2:4

N 7 5 71% N3-2 14
N4:1
N5:1
RN1:1
RN2:1

J 0,
RN 5 4 80% RN3-1 4

RN4:1

TOTAL 28 14 49

* B - Indigo blue sintético; BR - Recuperagiio biologica do indigo blue sintético; N - indigo Blue Natural; RN - Recuperagiio

Enquanto a analise qualitativa representa os efeitos que as concentragBes

desencadeiam, as analises quantitativas indicam o quanto essas alteracbes sao

representativas de risco ambiental, pois ddo significancia as alteracdes detectadas. Dessa

maneira, esses estudos desempenham um importante papel na compreensdo da atividade

dos poluentes que séo inseridos nos ecossistemas e, portanto, servindo como base para a

gestdo de risco a biota.

Assim, o presente estudo foi capaz de evidenciar o efeito toxico dos corantes indigo

blue sintético e natural sobre o tecido nervoso do organismo-teste Danio rerio, nas
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condicBes do teste crénico. A concentracdo testada foi suficiente para causar diversas
alteracdes histologicas, sendo que as mais frequentemente observadas, consistiram na
degeneracéo do tecido nervoso e de neurdnios, na excessiva vacuolizacdo e diminuicdo das
células presentes no tecido e células em processo de morte celular, indicando o
comprometimento do tecido e a viabilidade do individuo a longo prazo.

O estudo também evidenciou a degeneracdo dos neurdnios e do tecido como um
todo apds a exposicdo cronica ao corante por 21 dias. Resultados similares aparecem no
estudo de VIDYA (2018), que comprovou a neuro degeneracao leve do peixe Oreochromis
mossambicus (Tilapia-de-Mocambique) apds exposicdo de 96h a 12 mg.L?! de
nanoparticulas de Silica (SiO2NPs), bem como a neuro degeneragéo severa ap0s expor esses
mesmos organismos as mesmas concentra¢fes por um periodo de 60 dias. Essas, por sua
vez, sdo equiparaveis aos resultados encontrados na avaliagdo da recuperacéo bioldgica do
presente estudo de ambas as situacOes experimentais, onde a degeneracao se apresenta mais
intensa qualitativamente do que 0s organismos expostos ao corante no teste cronico,
comprovando gque além de ndo ter ocorrido a recuperacdo do tecido nervoso ap6s 21 dias
em situacdes similares ao grupo controle, o decorrer do tempo apenas intensificou os efeitos

da neuro degeneracao de D. rerio.

CONCLUSC)ES ou CONSIDERAQ@ES FINAIS

Conclui-se, portanto, que os corantes indigo blue sintético e natural, na
concentragéo de 100mg.L* foram capazes de desencadear alteracdes histologicas no tecido
nervoso de Danio rerio, em 21 dias de exposi¢éo, e que por igual periodo, em experimentos
de recuperagdo bioldgica, ndo foi tempo suficiente para reverter os danos instaurados. Esses
resultados indicam a fragilidade dos ambientes aquaticos receptores de efluentes contendo
o0 corante indigo e alertam para a necessidade de andlise de risco e determinacdo de uma

concentracdo segura de exposicao da biota ao referido corante.
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