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RESUMO

A corrosao metalica pode ser definida como a deterioragdo de metais por meio de processos
eletroquimicos e tem sido um grande problema enfrentado pela industria de equipamentos e
instalagcdes maritimas em todo o mundo. A fim de evitar a corrosdo, algumas técnicas podem ser
aplicadas, destacando-se o uso de tintas anticorrosivas contendo substancias quimicas que inibem
a corrosdo. Entretanto, as substancias anticorrosivas podem causar toxicidade para os organismos
marinhos, 0 que faz com que alternativas mais ambientalmente amigaveis sejam necessarias.
Dentre elas estdo os anticorrosivos organicos, que possuem menor toxicidade em comparagdo aos
inibidores inorganicos, além de oferecerem desempenho igual ou superior. Estudos apontam que
o gluconato de sddio (SG) possui consideravel capacidade de inibicao de corrosdo; além disso, seu
encapsulamento em hidréxidos de dupla camada contendo Zn-Al (Zn-Al LDH) ¢ uma estratégia
que vem sendo desenvolvida e visa possibilitar uma liberagdo mais controlada dos anticorrosivos
para o ambiente. Individuos adultos (n = 10 por tratamento) foram expostos aos compostos de
interesse, nas formas livres e nanoencapsuladas, em concentragdes entre 0,3 mg/L e 10 mg/L. Apos
96 horas ¢ 14 dias de exposicao, a hemolinfa foi retirada, sendo as células fixadas em laminas de
vidro, coradas e contadas as anormalidades para cada mil células para avaliagdo dos efeitos
genotdxicos. Os resultados obtidos mostraram quantidade de células anormais abaixo dos 40%o na
exposicdo de 96 horas em todos os tratamentos (19,4%o para o controle), e abaixo de 60%o na
exposicdo de 14 dias (38,2%o0 para controle), também para todos os tratamentos. Porém, na
exposicao de 14 dias houve a morte de todos os animais no tratamento Zn-Al LDH SG nas duas
maiores concentracdes testadas, indicando efeitos agudos. Os dados ndo mostraram acao
genotoxica, podendo assim outras vias de prote¢do terem sido ativadas, como os sistemas
antioxidantes e de detoxificagdo. Porém, como houve efeito agudo do composto nanoencapsulado,
sd0 necessarias outras analises, como o uso de multiplos biomarcadores, para melhor compreensao

acerca da toxicidade das LDHs carregadas e vazias sobre organismos marinhos.

Palavras-chave: Anticorrosivos, mexilhdes, Perna perna, micronucleo, nanomateriais.



ABSTRACT

Metallic corrosion can be defined as the deterioration of metals through electrochemical processes
and has been a major problem faced by the marine equipment and installation industry worldwide.
In order to prevent it, several techniques can be applied, particulaly the use of anti-corrosion paints
containing chemicals that inhibit corrosion. However, anti-corrosion substances can be toxic to
marine organisms, which makes more environmentally friendly alternatives necessary. Among
these are organic anticorrosives, that have lower toxicity compared to inorganic inhibitors, in
addition to offering equal or superior performance. Studies indicate that sodium gluconate (SG)
has considerable corrosion inhibition capacity, and its encapsulation in double-layer hydroxides
containing Zn-Al (Zn-Al LDH) is a strategy that has been developed and aims to enable a more
controlled release of anticorrosives into the environment. This study evaluated the genotoxic
effects of free and encapsulated SG (Zn-Al LDH SG) in the innovative nanomaterial Zn-Al LDH
using the micronucleus test in Perna perna mussels. Adult individuals (n = 10 per treatment) were
exposed to the compounds of interest, in free and nanoencapsulated forms, at concentrations
between 0.3 mg/L and 10 mg/L. After 96 hours and 14 days of exposure, hemolymph was
collected, the cells were fixed on glass slides, stained, and the abnormalities were counted for
every thousand cells to assess genotoxic effects. Adult individuals (n = 10 per treatment) were
exposed to the compounds of interest, in free and nanoencapsulated forms, at concentrations
between 0.3 mg/L and 10 mg/L. After 96 hours and 14 days of exposure, hemolymph was
collected, the cells were fixed on glass slides, stained, and the abnormalities were counted for
every thousand cells to assess genotoxic effects. The results showed a quantity of abnormal cells
below 40%o after 96 hours of exposure in all treatments (19.4%o for the control), and below 60%o
after 14 days of exposure (38.2%o for the control), also for all treatments. However, after 14 days
of exposure, all animals died in the Zn-Al LDH SG treatment at the two highest concentrations
tested, indicating acute effects. The data did not show genotoxic action, suggesting that other
protective pathways may have been activated, such as antioxidant and detoxification systems.
However, since there was an acute effect of the nanoencapsulated compound, further analyses,
such as multiple biomarkers, are necessary for a better understanding of the toxicity of loaded and

empty LDHs on marine organisms.

Keywords: Anticorrosives, mussels, Perna perna, micronucleos, nanomaterials.



SUMARIO

RESUIMO.cccciiiinntiieeiintiieiiinttteniinnteeccssnstesssssseesssssssseesssssssssssssssssessssssssassssssssnsssssssssssssssssns 5
ADSEFACT ccueeiiieieiiineeiiitensinencssnnesssnesssseessssneessssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssnsssssassssas 6
L. INEFOAUCAOD ..uevererrrrrrrsesssrssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssse 8
2. ODJEtiVO GETal..cuuuueiiiriisnriicssssnnricssssnssecsssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssse 12
3. Materiais € MELOAOS c....cccueeereeiiseeisseicssencsnnsssnisssecsssncssnssssesssnsssssessssessssssssssssssssssessasess 13
4. Resultados € diSCUSSAD cccuueerirceriissnricssnicssnnicsssnecssssecssssnsssssesssssessssssssssssssssssssssssesssnss 16

4.1 — Taxa de SODIeVIVENCIA cu..ccceeecveiirerisseiissenisnnnnseessnncsssncsssecssencsseesssessssssssssessssessane 16

4.2 — DANO0 CEIUIAT cuuueeennereinieiintieniteeinneeecsnencsaeecssstessssseessseesssssesssssessssssssssssssssssasens 17
5. CONCIUSAD . .ccuueeeernnieirnenennnenisneecssntesssneesssseecssssessssssecsssnesssssessssssesssssasssssasssssassssssssssnes 20
6. Referéncias BibliografiCas.......ccceveicrnverinssnnicssnicsssnnisssnnicssnnsssssssssssssssssssssssassssssssssnss 22
T ATICXOS ceceuverrissuneessnresssssncsssneesssssesssssnsssssssssssssssssssesssssesssssesssssesssssssssssssesssssssssssssssssssssnss 26



1. Introducao

A corrosao metalica ¢ a deterioracdo de metais por meio de processos eletroquimicos
(Chang; Goldsby, 2013) e tem sido um grande problema enfrentado pela industria de equipamentos
e instalagdes maritimas em todo o mundo. Segundo a Associacdo Brasileira de Corrosao
(ABRACO), foi estimado que a corrosao tivesse um custo anual de 3 % do PIB, aproximadamente
R$ 280 bilhdes (2018). Um relatério divulgado pelo Battelle Research (Columbus, Ohio) e pela
Specialty Steel Industry of North America indicou que € possivel economizar aproximadamente
100 bilhdes de dolares a partir da adog@o de estratégias para gerenciar o problema, desde que se
opte por materiais resistentes a corrosao e se implementem medidas de prote¢ao desde a fase de
projeto até a manutencao das estruturas (Gentil, 2011).

Dentre as técnicas usadas para a protecdo anticorrosiva em materiais utilizados pela
industria estdo a passivacdo ou polarizagdo do material. Tais técnicas incluem o uso de
revestimentos, inibidores de corrosao (IC), métodos de alteragdo do ambiente, além da protecao
tanto catodica quanto anddica (Frauches-Santos et al., 2014). Revestimentos anticorrosivos
funcionam essencialmente como peliculas aplicadas sobre superficies metdlicas, projetadas para
criar uma barreira que limite o contato dessas superficies com os agentes corrosivos. Essa
aplicagdo tem como finalidade proteger o material da agdo dos agentes corrosivos, com o objetivo
de prolongar a vida util do metal (Pinheiro; Silva, 2015). A utilizagdo de revestimentos ¢ um dos
métodos mais econdmicos e eficazes para proteger estruturas e equipamentos de ago contra a
corrosdo, e a simplicidade tanto na aplicacao quanto em sua manutengado torna a pintura a escolha
mais pratica para preservar essas superficies (Gnecco, 2015).

Contudo, os compostos anticorrosivos usados nesses revestimentos podem apresentar
toxicidade para os organismos marinhos dependendo das suas propriedades e da quantidade em
que sdo liberados no ambiente. No mercado, encontramos uma variedade de tipos de 1C, podendo
ser compostos por substancias organicas ou inorganicas. Ha algumas décadas, os compostos
derivados de cromato eram os inibidores de corrosdao mais eficazes usados em tintas. Porém, em
2007, o seu uso foi proibido na Unido Europeia devido a sua elevada toxicidade e propriedades
carcinogénicas (Martins et al., 2017). Por sua vez, os inibidores organicos tém atraido crescente
atencao em pesquisas, devido a sua menor toxicidade em comparacao aos inibidores inorganicos,
além de oferecerem um desempenho igual ou superior, mesmo em concentragdes mais baixas
(Machado Fernandes et al., 2022).

Touir et al. (2008) apontam que o gluconato de sodio (SG), de férmula quimica CsH11NaO~

(figura 1), possui consideravel capacidade de inibicao de incrustagdes e de corrosdo, a0 mesmo



tempo em que suprime o crescimento de microrganismos, o que faz desta substancia uma
alternativa eficaz como anticorrosivo, pois oferece o beneficio adicional de também ser anti-
incrustante. A inibi¢do da corrosao pode ocorrer pela adsor¢do de anions de gluconato e
consequente formacao de uma espécie de filme protetor na superficie metalica, o que acontece
devido a agdo quelante presente nos grupos funcionais do SG que suprem a acdo anodica

retardando assim a corrosdo (Li et al., 2015; Serdaroglu; Kaya; Touir, 2020)

O
Noy+
OH
o
HOy,
HO.
\/\/ OH
OH

Figura 1 - Férmula quimica do gluconato de soédio (Touir et al., 2008).

As demandas da industria por aumento da seguranga, vida 1til e eficiéncia das formulagdes
atuais de tintas anticorrosivas, influenciadas pelas legislacdes ambientais e pela forte competicao
global, levaram ao desenvolvimento de abordagens nanotecnoldgicas alternativas (Almeida;
Diamantino; De Sousa, 2007), com objetivo de aprimorar os produtos anticorrosivos. Os trabalhos
de Figueiredo et al. (2019) e Tornero e Hanke (2016) indicam que os anticorrosivos organicos
também podem causar efeitos adversos indesejados em alguns organismos. Desta forma, sdo
necessarios mais estudos envolvendo tais substancias para compreendermos melhor sua
toxicidade, permitindo assim um continuo desenvolvimento de alternativas ecologicamente
viaveis para reduzir a corrosao.

Estratégias mais recentes envolvem a incorporagdo dos ICs em nanomateriais projetados,
por meio de encapsulagdo ou imobilizagdo. Esse procedimento traz a vantagem de prevenir a
interacao direta dos compostos ativos com as formulagdes de tintas, possibilitando sua liberagao
controlada em condig¢des especificas, como a degradagdo do revestimento e variagdes de pH.
Consequentemente, as estruturas de encapsulamento sdo rotuladas como "nanocontéineres
inteligentes" e compreendem nanoparticulas inorganicas, cadpsulas poliméricas e argilas de troca

i6nica (Zheludkevich; Tedim; Ferreira, 2012).



O grupo das nanocapsulas inclui as mesoporosas de silica (SiNC), e as nanoargilas, que
sdo os hidroxidos de dupla camada (LDH) contendo Zn-Al (Zn-Al LDH) (Martins et al., 2017),
entre outras, € as quais vém sendo testadas para diversas finalidades, incluindo o encapsulamento
de compostos inibidores de corrosdo. Os LDHs sao materiais considerados de simples sintetizagao
além de serem de baixo custo para producdo em escala industrial. A preparagdo deste tipo de
material pode ser feita com propriedades fisicas e quimicas especificas, se adequando assim a
diversas aplicacoes (Forano et al., 2006).

Dentre as caracteristicas das LDHs podemos destacar sua capacidade de autorreparagao,
alta adesdo ao substrato, além de propriedades de troca anidnica que permite a elas a liberagdo
controlada de inibidores enquanto capturam ions reativos (Zheludkevich; Tedim; Ferreira, 2012).
A estrutura da nanoargila consiste no empilhamento de camadas de hidroxidos metalicos mistos
com carga positiva, que contém cations metalicos divalentes e trivalentes, que sdo estabilizados
por anions (como nitratos LDH-NO3) posicionados nas camadas intermediarias carregadas

positivamente (Tedim et al., 2011), como mostrado na figura 2.

g Cp o , 4 <: Camada intermediaria
Figura 2 - Esquema representativo de uma nanocapsula de hidroxidos de dupla camada (adaptado de Forano et al.,
2006).

A toxicidade dos nanomateriais pode surgir a partir do estimulo da producao de espécies
reativas de oxigénio que induzem o estresse oxidativo celular, ou de interagdes diretas entre esses
materiais, seus produtos de dissolugdo (ions metalicos liberados) e proteinas. O estresse oxidativo
pode causar danos a lipidios, membranas, carboidratos e a0 DNA por meio da formagao de ligagdes
dissulfeto, oxidacdo da metionina e carbonilacdo de residuos de aminoacidos, promovendo o
acumulo de nanoparticulas (Bundschuh et al., 2018; Callaghan; MacCormack, 2017).

Os bivalves da familia Mytilidae sdo amplamente reconhecidos como excelentes
organismos para o biomonitoramento, pois sdo capazes de acumular substancias quimicas, como
hidrocarbonetos e metais, em seus tecidos, e terem sua biologia e fisiologia relativamente bem

conhecidos (Pereira et al., 2007). Sua ampla distribuicao geografica e alta abundancia permitem a
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realizacdo de estudos comparativos em diferentes regides e ao longo do tempo. Além disso, esses
organismos ndo apresentam mobilidade na fase adulta e frequentemente ocorrem incrustados em
superficies de barcos, plataformas e dutos, o que facilita a avaliacdo da qualidade ambiental em
areas especificas (Oehlmann; Schulte-Oehlmann, 2003; Weber; Da Conceigao, 2008), ja que esses
organismos sdo alvos potenciais da exposicao por inibidores de corrosao.

O mexilhdo Perna perna, espécie base da mitilicultura no Brasil, possui ampla distribuicao
geografica e € encontrado com abundancia em quase toda a extensao do litoral brasileiro (Rios,
2009). Além disso, possui altas taxas de filtragdo, sendo considerados 6timos indicadores de
contaminagdo ambiental (Pereira et al., 2007), além de exibirem uma resposta rapida, em niveis
molecular, bioquimico, citologico, e fisiolégico, quando expostos a determinados contaminantes
(Moreno, 2017). Esta espécie tem sido usada em inimeros estudos voltados a identificar e
quantificar os efeitos toxicos de substancias quimicas, como no desenvolvimento embriolarval sob
o efeito de diversos farmacos, como triclosan (Carvalho et al., 2011), fluoxetina e amoxicilina
(Bento, 2015), no biomonitoramento de metais toxicos (Carvalho et al., 2001; Almeida et al., 2003;
Semmler, 2007; Pereira et al., 2007), em estudos sobre efeitos fisiologicos de microplésticos
(Ascer, 2015), toxicidade de pellets plasticos em testes com embrides (Mukai, 2023), entre outros.

Os testes de biomarcadores sdo analises capazes de identificar e medir altera¢des bioldgicas
resultantes da exposicdo de organismos a agentes estressores, como poluentes € contaminantes
ambientais. Essas alteracdes podem ser detectadas em diferentes niveis biologicos, podendo ser a
nivel molecular, bioquimico, histologico, fisiologico, celular, etc. (Rios et al., 2016; Silva; Santos,
2024). A partir disso, os bioensaios de genotoxicidade sdo utilizados para determinar se
determinados compostos causam fragilidades na estrutura cromossdmica, danos ou mutagdes no
DNA nuclear, alterando assim sua estrutura fisico-quimica (Roberto et al., 2016).

Dentre as diversas maneiras usadas para identificar efeitos genotdxicos em organismos
marinhos, a técnica de micronucleo se destaca por ser simples, rdpida e por sua alta sensibilidade
(Sanchez-Galéan et al., 1998). Os mecanismos de indu¢ao dos MNs por contaminantes ou poluentes
incluem estresse oxidativo, ligacao direta ao DNA ou a maquinaria mitotica, interferéncia com o
ciclo celular, além de efeito sobre microtubulos (Freitas; Uchoa; Magalhaes, 2020; Koba-Ucun et
al., 2021). O micronucleo (MN) pode ser definido como uma pequena massa nuclear circundada
por membrana e separada do ntcleo principal (figura 3). Sua formagao ocorre durante a telofase
da mitose ou meiose, quando o envelope nuclear se reconstitui ao redor dos cromossomos das
células filhas. Estes microntcleos surgem de fragmentos cromossdmicos acéntricos ou de

cromossomos inteiros que ndo foram incorporados ao nucleo principal. Dessa forma, o
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microntcleo representa uma perda de cromatina devido a danos estruturais nos cromossomos

(fragmentag@o) ou danos no aparelho mitotico (Kirsch-Volders et al., 2002).

.

A B
Figura 3 - Comparativo entre um hemocito normal (A) e um hemocito com micronticleo (B) (adaptado de Guidi et
al., 2020).

Além dos micronucleos, também ¢ possivel observar outras anormalidades celulares, como
brotamentos nucleares e células binucleadas (figura 4). A formacdo de brotamentos pode ser
causada tanto pela acdo clastogénica de agentes toxicos quanto pela capacidade desigual dos
organismos de expelir DNA danificado, amplificado, por falhas na replicacdo de DNA ou
cromatina condensada de forma inadequada, fragmentos de cromossomos sem teldmeros e
centromeros do nucleo (Lindberg et al., 2007).

Por sua vez, as células binucleadas sdo formadas a partir de erros na divisao celular, como
falhas na citocinese (Naylor; Van Deursen, 2016), instabilidade cromossdmica e estresse celular
(Lengauer; Kinzler; Vogelstein, 1997), sendo que essas alteragdes ainda podem ser reversiveis ou
irreversiveis. Quando reversiveis, as c€lulas sdo capazes de se dividir e se propagar (Johmura et
al., 2014), porém quando irreversiveis, as células afetadas podem sofrer morte celular e

senescéncia devido a mutagdes genéticas significativas, o que as impedem de sobreviver por

Figura 4 - detalhe para uma célula com brotamento (C) e uma célula binucleada (D) (adaptado de
Butrimaviciené et al., 2019).

longos periodos (Polunovsky et al., 1996).
C

2. Objetivo Geral
O presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos genotoxicos do componente
anticorrosivo de base biologica Gluconato de Sodio livre e encapsulado ao nanomaterial inovador

Zn-Al LDH através do teste de micronticleo em mexilhdes da espécie Perna perna.
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A partir do objetivo foi levantada a seguinte hipdtese:
HT) Os compostos nanoencapsulados tém menor genotoxicidade em relagdo aos compostos

livres, devido a sua liberagao mais “controlada”.

3. Materiais e métodos

Os mexilhdes Perna perna foram adquiridos no més de julho de 2024 de um cultivo
localizado na praia da Cocanha (Caraguatatuba-SP), local que apresenta boas condi¢des de
balneabilidade e qualidade ambiental, segundo relatério da CETESB (2023). No laboratério, os
animais foram acondicionados em aquarios com dgua do mar, sob aeragdo e temperatura constante

(22°C) pelo periodo de 24 horas para aclimatagdo, como mostra a figura 5.

Figura 5 - Mexilhdes em aquario durante a aclimatag@o.

Um lote de organismos foi analisado no inicio dos experimentos (T0), para controle das
condig¢des fisioldgicas dos animais apds a sua retirada do ambiente e analise de possiveis alteragoes
causadas pela manipulagdo dos organismos em laboratério. Para isso, foram escolhidos
aleatoriamente 5 animais da aclimata¢do para retirada da hemolinfa e a partir deles foram feitas 15

laminas (3 laminas para cada animal).
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Figura 6 - Baldes contendo os mexilhdes sendo expostos a seus respectivos compostos e concentra¢des.

Para a exposi¢do aos compostos, os mexilhdes foram separados em baldes pléasticos com
10 animais cada, na propor¢ao de 1 litro de 4gua por animal, sob aeracdo constante (figura 6) e
alimentagdo a cada 48 horas com solu¢do de Reef Phyto Plankton Seachem na proporg¢do de 130
ul para 5 litros de d4gua do mar. O delineamento experimental foi feito com 10 animais no grupo
controle e 40 animais para cada um dos tratamentos com os compostos (SG, Zn-Al LDH SG, e
Zn-Al LDH), sendo 10 animais para cada uma das 4 concentracdes (0,3 mg/L; 1 mg/L; 3 mg/L e
10 mg/L) (figura 7). Tais concentra¢des foram definidas baseadas em estudos prévios.

O experimento contou com dois tempos de exposi¢ao, 96 horas e 14 dias, a fim de observar
efeitos agudos e cronicos dos compostos. Para a exposicao de 96 horas foram usados 5 animais de
cada tratamento, e na exposi¢ao de 14 dias os outros 5 animais. Uma troca total da dgua de todos
os tratamentos foi feita no sétimo dia de exposicao, com a finalidade de manter as concentragoes
dos compostos, bem como a integridade do sistema para os organismos. Além disso, foram feitas
também as medicdes dos parametros fisico-quimicos (salinidade, pH, temperatura e oxigénio
dissolvido) no inicio do experimento (T0), apds 96 horas, 7 dias e 14 dias de exposi¢do, como
pode ser visto no Anexo I. Os organismos utilizados no experimento apresentaram peso médio de

22,15 g (£ 8,71 g), comprimento de 5,80 cm (+ 1,91 cm) e largura de 3,04 cm (£ 1,0 cm).
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Figura 7 - Desenho experimental mostrando os dois tempos de exposi¢do (96h e 14d) com seus compostos,
concentragdes ¢ nimero total de mexilhdes (130).

Para a preparacdo das laminas foi feita a limpeza das mesmas com solucdo de 4cido acético
e alcool etilico (1:24) e posteriormente foi aplicada sobre elas uma solugao de Poly-I-lysina e 4gua
destilada (1:1000) com o auxilio de um pincel para melhor adesdo celular. Apds a secagem
completa em temperatura ambiente, a hemolinfa foi aplicada através do esfregago.

Passadas 96 horas de exposi¢do foram extraidas amostras de hemolinfa do musculo adutor
de 5 mexilhdes de cada tratamento, com o auxilio de uma seringa hipodérmica contendo 0,5 mL
de solugdo de alcool metilico e 4cido acético (3:1). Uma fracdo de 40uL desta solugdo de células
foi aplicada sobre a lamina, sendo realizado o esfregaco de 3 laminas para cada animal. Assim que
o conteudo de cada esfregaco secou totalmente, as l1aminas foram imersas em alcool metilico por
15 minutos para fixagdo. Para coloracao da hemolinfa, as laminas foram mergulhadas em solugao
de Giemsa a 0,6% durante 20 minutos seguidas de lavagem com 4gua destilada e entdo deixadas
para secar em temperatura ambiente. O mesmo procedimento foi feito no 14° dia de exposi¢ao

com os 5 mexilhdes restantes de cada tratamento, ao fim do experimento. A fim de conferir melhor
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conservagdo, fixagdo e durabilidade as amostras, foi aplicada resina acrilica sobre as ladminas
coradas juntamente com uma laminula para protecao da hemolinfa. Foi feita a contagem de 1.000
células por animal utilizando microscopio 6ptico Olympus CX41 no aumento de 100x com
aplicacdo de 6leo de imersdo, seguindo as seguintes categorias: células normais, células com
brotamentos, células binucleadas e células com micronucleos.

A avaliacao da genotoxicidade foi feita pela contagem de células anormais (binucleadas,
com brotamentos € com micronucleos) para um total de mil células para cada animal. Os dados
foram submetidos aos testes de normalidade de Shapiro-Wilk e de homoscedasticidade de Levene
pelo software Jamovi (versdo 2.3), posteriormente foi realizada uma Andlise de Variancia

(ANOVA) a um fator ou teste ndo paramétrico equivalente.

4. Resultados e discussao

4.1 — Taxa de sobrevivéncia

Na exposicao de 96 horas nao foi observada nenhuma mortalidade em nenhum dos
tratamentos, ja na exposi¢do de 14 dias foram observadas 12 mortes no 11° dia para um total de
60 animais sendo que apenas os individuos do tratamento de Zn-Al LDH apresentaram taxa de
sobrevivéncia de 100%. Nas concentracdes de exposicao 1 mg/L e 3 mg/L do gluconato a taxa de
sobrevivéncia foi de 80%, (1 em cada 5 individuos morreram). Quanto ao Zn-Al LDH SG, todos

os 5 animais morreram nas concentragdes 3 mg/L e 10 mg/L, como mostrado na tabela I.

Tabela 1 - Taxas de sobrevivéncia para os trés tratamentos com suas respectivas concentragoes.

Composta Concentragdo | 3 o/l | 1mg/L | 3mgL | 10 mglL

SG 96h 100% 100% 100% 100%

Zn-Al LDH SG 96h 100% 100% 100% 100%

Zn-Al LDH 96h 100% 100% 100% 100%
Controle 96h 100%

SG 14d 100% 80% 80% 100%

Zn-Al LDH SG 14d 100% 100% 0% 0%

Zn-Al LDH 14d 100% 100% 100% 100%

Controle 14d 100%
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Lima (2024) também observou mortalidade em individuos de Ruditapes philippinarum na
exposi¢do a nanocapsulas carregadas com MBT (Zn-Al LDH MBT). As taxas de sobrevivéncia

observadas foram de 60% na concentragdo de 1,23 mg/L, 80% para 11,11mg/L e 0% em 100mg/L.

4.2 — Dano celular

Os dados para o dano celular dos dois tempos de exposicao foram submetidos ao teste de
normalidade de Shapiro-Wilk que indicaram a ndo normalidade dos mesmos. Em seguida foi feito
o teste de homogeneidade de variancias de Levene que indicou dados homocedasticos, a partir dai

foi feita entdo a analise de Kruskal-Wallis.

Anormalidades 96h
120

100

(o]
o

mSG

Células anormais (%o)
[}
o

B Zn-AlLDH SG
40
B Zn-AL LDH
20
.l_
0
Controle 0,3 1 3 10

Concentragoes (mg/L)

Figura 8 — Médias de células anormais por mil na exposi¢do de 96 horas com seus respectivos tratamentos
e concentragdes em mg/L. Dados apresentados como valores médios e desvio padrao.

Como mostrado na figura 8, na exposicdo de 96 horas ndo foi observada diferenca
significativa na contagem de células anormais para nenhum dos compostos em nenhuma das 4
concentragdes quando comparados com o controle (p = 0,0995). A concentragdo de 0,3 mg/L para
0 SG causou dano de 36,22 %o, € na concentracdo 1,0 mg/L o dano foi de 38,45%o.. As
concentragdes 3 e 10 mg/L induziram taxas de danos de 12,01%o € 15,83%o0 respectivamente. Em
relacdo ao gluconato nanoencapsulado (Zn-Al LDH SG), em 0,3 mg/L o dano foi de 18,2%o, em 1
mg/L foi de 30,26%0 € em 3 mg/L de 20%o. Para a maior concentra¢ao 10 mg/L, o menor valor de
dano foi encontrado, 8,99%o. Ja para a nanocapsula (Zn-Al LDH), as concentragdes de 0,3 e Img/L
causaram 18,4%o e 16,4%0 de danos respectivamente, enquanto para 3 e 10mg/L os danos foram

de 24,6%o e 24,8%o. No grupo controle, o dano foi de 19,4%o.
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Figura 9 — Médias de células anormais por mil na exposi¢ao de 14 dias com seus respectivos tratamentos
e concentracdes em mg/L. Dados apresentados como valores médios e desvio padrao.

Para a exposi¢do de 14 dias, no grupo controle o dano encontrado foi de 38,2%o. O SG a
0,3 mg/L obteve dano de 23,2%o, a 1 mg/L de 45,66%o, a 3mg/L de 55,5%o e a 10 mg/L de 47,6%o.
O Zn-Al LDH SG apresentou dano de 28,8%o na primeira concentracao (0,3 mg/L) e 35,6%0 na
segunda (1 mg/L). Na terceira (3 mg/L) e quarta (10 mg/L) concentra¢des nao foi possivel calcular
os danos uma vez que os cinco individuos expostos a cada concentragdo nao sobreviveram. Por
fim, para o tratamento com o Zn-Al LDH, os danos foram 30,8%o, 31,8%0, 58,4%0 € 30,6%o, nos
respectivos tratamentos. Apesar das médias serem um pouco maiores quando comparadas a
exposicao de 96 horas, os valores de desvio padrdo indicam uma variabilidade expressiva nas
mesmas (figura 9).

Assim como na exposicao de 96 horas, ndo foi encontrada diferenca significativa entre os
danos causados pelos compostos em 14 dias (p = 0,7160). No geral, nenhuma média ultrapassou
0s 60%o, porém ¢ importante pontuar que nas maiores concentragdes (3 € 10mg/L) houve a morte
de todas as réplicas no tratamento com Zn-Al LDH SG, o que pode ser considerado efeito agudo
adverso deste composto. Tais resultados corroboram com Silva (2023), que investigou o
desenvolvimento embriolarval em mexilhdes P. perna e em bolachas-do-mar (Mellita
quinquiesperforata) e na fecundidade de copépodos (Nitokra sp.) para os compostos Zn-Al LDH,
Zn-Al LDH SG e SG. Para P. perna os embrides se mostraram mais sensiveis, tendo o Zn-Al LDH
SG causado efeitos toxicos cronicos, e sido capaz de inibir o desenvolvimento embriolarval desses

animais nas concentracoes testadas de 1,23; 3,7 e 11,1 mg/L.

18



Mais ainda, Zhang et al. (2011) testaram os efeitos toxicos de quatro tipos de nanoparticulas
(ZnO, TiO, SiO2 e AI203) em fibroblastos pulmonares humanos em concentragdes entre 0,25 e
1,50 mg/mL e demonstraram que todos os quatro nanomateriais foram capazes de causar disfungao
mitrocondrial celular, alteragdes morfologicas nas células e até mesmo apoptose devido a indugao
da condensagao de cromatina. Foi demonstrada, assim, uma citotoxicidade diferencial associada a
exposic¢ao aos 6xidos ZnO, TiO2, SiO2 e as nanoparticulas de Al1203, indicando a necessidade de
atencao para a utilizacao segura desses nanomateriais.

Beverari (2023) comparou a toxicidade do gluconato livre e nanoencapsulado e atestou a
toxicidade cronica do Zn-Al LDH SG no desenvolvimento embriolarval do ouri¢co-do-mar
Echinometra lucunter a partir da concentra¢do de 0,41 mg/L (CEO), dentro das concentragdes
testadas 0,41; 1,23; 3,7; 11,1; 33,3 e 100 mg/L. Para o gluconato livre, a diferencga significativa em
relag@o ao controle ocorreu a partir da concentragdo de 0,41 mg/L e CE50 de 1,209 mg/L. Ou seja,
os compostos nanoencapsulados apresentaram maior toxicidade do que os respectivos compostos
livres, o que também foi visto no presente trabalho considerando a taxa de sobrevivéncia das
réplicas.

Por outro lado, estudos de Martins et al. (2017) no qual compararam o nanomaterial vazio
e carregado com MBT, indicaram que a nanocapsula vazia Zn-Al LDH causou neurotoxicidade
(AChE) em testes com o bivalve Ruditapes philippinarum, além de ter ativado mecanismos de
autoprotecao antioxidante (CAT, GPx, GR) em todas as concentracdes utilizadas no ensaio (0,01;
0,1; 1; 10 e 100 mg/L), o que indica que a nanocapsula ndo ¢ inerte e pode induzir efeitos
bioquimicos nos bivalves expostos. Mais ainda, em outro estudo de Martins et al. (2022) foi
observado que o material Zn-Al LDH nao foi considerado toxico a nivel agudo para Artemia salina
(LCs0>100mg/L), o que pode sugerir que os efeitos dependem da espécie e da forma de exposi¢ao,
e que a nanocapsula vazia nao deve causar efeitos agudos.

Lima (2024) testou a genotoxicidade através do ensaio do cometa comparando uma
nanocapsula vazia (Zn-Al LDH) e carregada (Zn-Al LDH NO:) em bivalves Ruditapes
philippinarum, de 4guas temperadas, e Anomalocardia flexuosa, de dguas tropicais. Os resultados
demonstraram que para R. philippinarum o Zn-Al LDH (nanocépsula vazia) causou mais danos do
que a nanocapsula carregada Zn-Al LDH NO; em todas as concentragdes testadas (1,23; 11,11 e
100 mg/L). Ja para A. flexuosa o Zn-Al LDH NO2 na maior concentracdao teve maior média de
dano (72,3%) e o Zn-Al LDH na concentragdo 11,11 mg/L causou 62,1% de dano. Neste caso,

cada composto mostrou um nivel de dano distinto para cada animal testado.
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A partir dos estudos de Dias et al. (2025) e de Martins et al. (2017), que indicaram a
ativacdo de sistemas antioxidantes, os resultados sugerem que tais sistemas podem ter sido
ativados nos mexilhdes Perna perna do presente estudo, sendo relativamente eficazes na
prevencdo de dano celular na hemolinfa, funcionando entdo como barreira protetora nos
tratamentos e concentragdes nos quais nao foi observado dano celular.

Enzimas cataliticas antioxidantes (como CAT, e GPx) s3o ativadas, apds a exposicao a
xenobioticos (como os materiais aqui testados) para decompor espécies reativas de oxigénio,
principalmente o peroxido de hidrogénio (H20O), enquanto a GR tem a fun¢do de recuperar
moléculas importantes como a glutationa reduzida (GSH), mantendo assim a homeostase celular.
Ao mesmo tempo, a GST (glutationa S-transferase) atua nas vias de depuracdo conjugando
compostos toxicos juntamente com a glutationa facilitando assim sua eliminag@o pelo organismo.
(Borges et al., 2022; Gusso-Choueri et al., 2015; Oliveira, 2015 Salbego et al., 2014; Santana;
Santos; Winkaler, 2021). Nesse sentido, a ativacdo desses processos de depuracdo pode ter
reduzido os danos sobre os organismos, assim como a atuagdo de processos de reparo de DNA, o
que ajuda a explicar a auséncia de efeitos genotdxicos detectdveis pelo método do micronucleo.

Os resultados aqui apresentados corroboram com o estudo de Dias et al. (2025), no qual
moluscos Ruditapes philippinarum foram expostos a concentragdes subletais (1,23; 11,11 e 100
mg/L) de gluconato livre (SG) e nanoencapsulado (Zn-Al LDH SG) por 96 horas e ndo foi
observado nenhum efeito significativo. Os resultados consideraram efeitos sobre a condicao de
saude geral dos organismos, onde foi calculada diferenca entre o peso dos tecidos moles e o peso
das conchas, efeitos bioquimicos (LPO, CAT, GR, GPx, GST, AChE) e genotoxicidade (ensaio do
cometa). Por outro lado, os estudos de Silva (2023) e Beverari (2023) mostraram a toxicidade do
gluconato nanoencapsulado Zn-Al LDH SG em organismos de aguas tropicais, o que reforga a
necessidade de mais estudos acerca dos efeitos das nanocépsulas em animais dessa regido.

Diante do exposto, os dados mostraram que, diferente da hipotese levantada inicialmente,
ananocapsula carregada com gluconato (Zn-Al LDH SG) na exposi¢ao de 14 dias aparentou maior
toxicidade quando comparada a sua versdo vazia e ao gluconato livre, ja que a mesma foi capaz

de causar efeito agudo em todos os organismos nas concentracdes de 3 e 10mg/L.

5. Conclusao

Neste estudo, ndo foi encontrada diferenca significativa entre as taxas de anomalias
nucleares para o gluconato (SG), sua formula encapsulada (Zn-Al LDH SG) e nanocéapsula (Zn-

Al LDH) em relagao ao grupo controle pelo teste de micronucleo para mexilhdes de aguas tropicais
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Perna perna, ap6s exposi¢ao por 96 horas e 14 dias, ndo havendo assim sido encontrado efeito
genotoxico.

Entretando, as altas taxas de mortalidade dos individuos apos 14 dias de exposi¢ao ao Zn-
Al LDH SG, nas concentragcdes mais altas, mostram efeito agudo e soam um alerta sobre o
composto nanoestruturado. Desta forma, outros estudos feitos com as nanocépsulas mostram a
importancia da realizacdo de multiplos testes de biomarcadores quimicos, citotdoxicos e
genotoxicos com o objetivo de se obter repostas mais robustas a nivel celular, tecidual e sistémico

em relacdo ao nanoencapsulamento compostos anticorrosivos.
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7. Anexos

Anexo I — Medidas dos parametros fisico-quimicos.

Parametros dia 0
Composto Salinidade pH 0)))
Controle 34 7,7 5,13
SG 0,3 35 7,89 5,4
SG 1 34 7,73 5,94
SG3 35 7,83 4,68
SG 10 34 7,83 4,45
Zn-Al LDH SG 0,3 35 7,89 2,6
Zn-Al LDH SG 1 35 7,89 4.8
Zn-Al LDH SG 3 34 7,89 5,41
Zn-Al LDH SG 10 35 7,85 4,29
Zn-Al LDH 0,3 34 6,35 5,61
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Zn-Al LDH 1 34 6,05 5,86
Zn-Al LDH 3 35 6,13 2,77
Zn-Al LDH 10 35 6,54 5,88
Parametros 96 horas
Composto Salinidade pH oD
Controle 35 7,56 5,13
SG 0,3 35 7,59 5,4
SG 1 35 4,64 5,94
SG 3 35 7,6 4,68
SG 10 35 7,5 4,45
Zn-Al LDH SG 0,3 35 7,34 2,6
Zn-Al LDH SG 1 35 7,52 4,8
Zn-Al LDH SG 3 35 7,58 5,41
Zn-Al LDH SG 10 35 7,5 4,29
Zn-Al LDH 0,3 35 7,68 5,31
Zn-Al1 LDH 1 35 7,7 5,86
Zn-Al LDH 3 35 7,34 2,77
Zn-Al LDH 10 35 7,67 5,88
Parametros dia 7 (troca)
Composto Salinidade pH (0])]
Controle 34 8,02 6,00
SG 0,3 34 7,61 6,33
SG 1 31 7,55 4,53
SG3 33 7,51 4,27
SG 10 34 7,66 6,01
Zn-Al LDH SG 0,3 31 7,66 5,75
Zn-Al1 LDH SG 1 33 7,8 5,99
Zn-Al LDH SG 3 33 7,92 6,28
Zn-Al LDH SG 10 33 7,78 6,23
Zn-Al LDH 0,3 31 7,89 5,12
Zn-Al LDH 1 30 7,93 5,17
Zn-Al LDH 3 31 7,95 6,55
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Zn-Al LDH 10 33 7,96 6,41
Parametros dia 14

Composto Salinidade pH oD
Controle 35 7,66 4,75

SG 0,3 34 7,84 6,47

SG 1 34 7,46 1,86

SG3 35 7,55 3,9

SG 10 34 7,64 3,89
Zn-Al LDH SG 0,3 31 7,68 6,76
Zn-AlI LDH SG 1 33 7,95 6,64
Zn-Al LDH SG 3 XXX XXX XXX
Zn-Al LDH SG 10 XXX XXX XXX

Zn-Al LDH 0,3 34 7,9 5,8
Zn-Al LDH 1 32 7,98 6,76

Zn-Al LDH 3 34 7,87 0,1
Zn-Al LDH 10 35 7,88 5,88
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