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RESUMO

A Dbioincrustagdo, consite no processo de colonizagdo de superficies por micro e
macroorganismos, € possui relevancia econdomica e ambiental. Tintas anti-incrustantes contendo
biocidas sdo eficazes para combater a bioincrustagdo, mas podem causar efeitos nocivos a
organismos nao-alvo. O DCOIT possui uma ampla agdo biocida e apresenta rapida degradagdo no
ambiente, no entanto, ¢ toxico para espécies ndo-alvo. O uso de nanocapsula mesoporosas de silica
(SiNC) ou sua forma impregnada de prata, contendo o biocida DCOIT, visa diminuir os riscos
ambientais ¢ manter a efetividade da acdo anti-incrustante. Esse trabalho investigou os efeitos
subletais do DCOIT, em suas formas livre e nanoestruturada, sobre o molusco Perna perna, por
meio de biomarcadores bioquimicos (Dano em DNA, LPO, GST, GSH, GPx ¢ AChE) ¢ celular
(Tempo de Retencdo do Vermelho Neutro). Organismos adultos foram expostos em condigdes
controladas por 72 h aos diferentes compostos livres (SINC e DCOIT) e suas respectivas formas
nanoencapsuladas (SINC-DCOIT e SiNC- DCOIT-Ag), e posteriormente analisados. Os resultados
foram verificados quanto a normalidade e homocedasticidade, e submetidos 8 ANOVA de uma via
seguida da comparacdo multipla pelo teste de Dunnett. Para integrar os dados, utilizou-se a Analise
de Componentes Principais (PCA) e o célculo do “Integrated Biomarker Response” — versdo 2
individual (IBRv2). O DCOIT foi o tinico composto a apresentar efeito agudo (letalidade) durante a
exposicao dos organismos. Em Brénquias, todos os compostos apresentaram ao menos um
biomarcador indicando estresse oxidativo ou efeito. Em Glandula Digestiva, apenas DCOIT na
concentracdo 100 apresentou dano em DNA e inibigdo da atividade da GPx. O Vermelho Neutro
apresentou resultados em todos os compostos, exceto DCOIT. De modo geral, foram observados
efeitos subletais nos organismos expostos aos diferentes compostos, porém sem haver redugdo dos
efeitos nos organismos expostos as formas nanoestruturadas do DCOIT. Ha necessidade de mais
estudos para compreender os efeitos a longo prazo na disponibilidade destes nanomateriais no

ambiente marinho.

Palavras-chave: toxicidade, DCOIT, biomarcadores, nanoparticulas
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ABSTRACT

Biofouling is the process of colonization of surfaces by micro and macroorganisms, and is of
economic and environmental relevance. Anti-fouling paints containing biocides are effective in
combating biofouling, but can have harmful effects on non-target organisms. DCOIT has a broad
biocidal action and shows rapid degradation in the environment; however, it is toxic to non-target
species. The use of mesoporous silica nanocapsules (SiNC) or their silver-impregnated form,
containing the biocide DCOIT, aims to reduce environmental risks and maintain the effectiveness
of the anti-fouling action. This study investigated the sublethal effects of DCOIT, in its free and
nanostructured forms, on the mollusc Perna perna, using biochemical (DNA damage, LPO, GST,
GSH, GPx and AChE) and cellular (Neutral Red Retention Time) biomarkers. Adult organisms
were exposed under controlled conditions for 72 h to the different free compounds (SiNC and
DCOIT) and their respective nanoencapsulated forms (SINC-DCOIT and SiNC- DCOIT-Ag), and
then analyzed. The results were checked for normality and homoscedasticity and submitted to one-
way ANOVA followed by multiple comparison using Dunnett's test. Principal Component
Analysis (PCA) and the calculation of the “Integrated Biomarker Response” - individual version 2
(IBRv2) were used to integrate the data. DCOIT was the only compound to show an acute effect
(lethality) when the organisms were exposed. In the Gills, all the compounds showed at least one
biomarker indicating oxidative stress or effect. In the Digestive Gland, only DCOIT at
concentration 100 showed DNA damage and inhibition of GPx activity. Neutral Red showed
results for all compounds except DCOIT. In general, sublethal effects were observed in organisms
exposed to the different compounds, but there was no reduction in effects in organisms exposed to
nanostructured forms of DCOIT. Further studies are needed to understand the long-term effects of

the availability of these nanomaterials in the marine environment.

Keywords: toxicity, DCOIT, biomarkers, nanoparticles
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1. Introducio

A Dbioincrustagdo consiste em um processo de rapida colonizagdo de superficies
submersas por micro € macroorganismos, que inicia com a adsor¢do de moléculas organicas,
permitindo o assentamento de microrganismos pioneiros na formagdo do biofilme
(Dobrestoy et al., 2006). Esses organismos secretam um muco gelatinoso provendo
interagdes, nutrientes, protecdo e estimulo ao estabelecimento de novos organismos
(Chambers et al., 2006; Martins & Vargas, 2013). Embora seja um processo natural que
ocorre em todo tipo de substrato consolidado, em embarcagdes e estruturas costeiras a
bioincrustacao acarreta problemas econémicos, estimando-se um gasto anual de 450 milhdes
de ddlares em prevencao, evitando prejuizos na ordem dos bilhdes (Da Gama et al., 2009),
devido ao incremento de gastos com manutencdo geral, e do aumento do atrito gerado pelos
cascos de embarcagdes com um consequente aumento do consumo de combustivel
(Jacobson & Willingham, 2000).

Ademais, a bioincrustagdo apresenta implicacdes ambientais preocupantes como o
aumento da emissdo de gases de efeito estufa (consequéncia do maior consumo de
combustivel pelos navios e demais embarcagdes) e a bioinvasdo, na qual o transporte de
espécies incrustadas ndo nativas para outras regides, resulta em prejuizos para a
biodiversidade local ou regional, através de diferentes formas de interagdo ecoldgica, como
competicdo, predacdo ou introducdo de patogenos (Kolzsch & Blassius, 2011; Demires et
al., 2017).

Visando prevenir e controlar os efeitos da bioincrustacdo, os revestimentos
maritimos contendo biocidas, também conhecidos como anti-incrustantes, passaram a ser
desenvolvidos. Tintas a base de compostos organoestanicos, como o tributilestanho (TBT),
foram amplamente utilizadas a partir dos anos 1970, devido a sua elevada eficiéncia contra
uma diversidade de organismos incrustantes (Bellas, 2007; Parks et al., 2010). No entanto,

estudos apontaram efeitos deletérios associados a sua persisténcia ambiental e extrema
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toxicidade para organismos ndo-alvo, como a atrofia durante crescimento, auséncia de
reproducdo, anomalias na calcificagdo da concha e alteragdes na embriogénese € no
desenvolvimento larval de ostras em concentragdes extremamente baixas (Alzieu, 1991; His
& Robert, 1993), além de induzir alteragdes sexuais irreversiveis (“imposex’’) em fémeas de
gastropodes (Horiguchi et al., 2006).

Estas preocupacdes levaram a proibicdo de tintas a base de organoestanicos, pela
Organizagdo Maritima Internacional (IMO), em 2008, devido aos riscos ecologicos
associados a sua alta toxicidade (Fillmann et al, 2018), elevada capacidade de
bioacumulagdo (Jacobson & Willngham, 2000) e potencial para causar desregulagdo
endocrina (Chen & Lam, 2017). Consequentemente houve, a necessidade de uma nova
geracdo de substancias capazes de evitar a bioincrustagdo com menor impacto ambiental
(Bellas, 2007). Essa nova geragdo de substancias inclui tanto compostos a base de metais,
principalmente o cobre, quanto aditivos organicos (Dafforn et al, 2011), dos quais se
destacam os seguintes: Diuron, Irgarol 1051, Clorotalonil, Diclofluanida, Tiram,
Trifenilbormano Piridina, e 4,5-dicloro-2-n-octil-4-isotiazolina-3-um (ou DCOIT, também
conhecido como Sea-Nine 211) (Silva et al, 2019). Contudo, estudos sobre o
comportamento e a toxicidade destes biocidas de nova geracdo tém evidenciado riscos
ambientais, como o Irgarol 1051 e o Tiram, que tiveram seu uso banido e restrito,
respectivamente, na Europa, devido a sua potencial toxicidade (Abreu et al., 2020; European
Chemicals Agency (ECHA), 2020).

O DCOIT, um biocida criado em 1996 por Rohm & Haas, foi desenvolvido
especialmente para as tintas anti-incrustantes, pois possui uma ag¢do eficaz contra diversos
organismos incrustantes (Cima et al., 2013). Este composto foi considerado pela Agéncia de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos um anti-incrustante ecologicamente adequado
devido a sua répida degradagdo quimica e biologica (USEPA, 1996) em agua e sedimento

(Bellas, 2007). No entanto, sua meia vida pode apresentar uma ampla variabilidade de

13
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acordo com as condi¢des e a matriz ambiental analisada, variando de 2,6 dias em agua do
mar natural, a 30°C e sem incidéncia de luz solar (Harino et al, 2005) até periodos
superiores a 7 dias em dgua marinha reconstituida, ndo estéril a 25°C (Figueiredo et al.,
2019).

Alguns estudos indicam que o DCOIT apresenta uma alta toxicidade para
organismos marinhos (Chen & Lam, 2017), como estresse oxidativo em coral (Cima et al.,
2013), desregulacdo endocrina e reprodutiva em peixes (Chen & Lam., 2017), dano
oxidativo, ativagdo do sistema de defesa antioxidante e comprometimento da
neurotransmissdo de ostras (Campos et al., 2022a). No entanto, poucos estudos voltados as
espécies ndo-alvo e, principalmente, de ambientes tropicais, foram desenvolvidos (Campos
et al., 2022b), demonstrando que os riscos associados a este contaminante ainda sdo pouco
conhecidos.

Como uma alternativa para mitigar a lixiviagdo indesejada dos revestimentos
maritimos e reduzir seus impactos ambientais, o encapsulamento de compostos anti-
incrustantes em nanoparticulas (NP), particulas com dimensdes inferiores a 100 nandmetros
(Maia et al., 2015), vém se mostrando uma tecnologia promissora. Essa nanotecnologia
oferece vantagens como aumento da estabilidade e durabilidade dos revestimentos, redugao
do impacto ambiental e menor risco para o ecossistema (Figueiredo et al., 2019; Hoch et al.,
2019). As NP contendo silica, especialmente silicas mesoporosas (SiNCs), tém ganhado
destaque como agentes conservantes ideais para o encapsulamento de biocidas como o
DCOIT, principalmente por sua estrutura oca, elevada area de superficie, tamanho de poro
ajustavel, biocompatibilidade e sintese de baixo custo (Ferreira et al., 2023). Sua morfologia
esférica e regular favorece o encapsulamento bem-sucedido e a liberagdo controlada dos
biocidas anti-incrustantes (Maia et al., 2015; Ruggiero et al., 2019; Michailidis et al., 2020).

A prata, quando incorporada a nanoparticulas (geralmente nanoparticulas de prata,

AgNP) ¢ utilizada por sua potente acdo microbiana (Rai et al., 2009), resultante de suas

14
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propriedades fisico-quimicas vantajosas como tamanho reduzido, formato variado e elevada
area de superficie, conferindo-lhe uma capacidade bactericida.

Estudos tem demonstrado a toxicidade de diferentes tipos de AgNP em diversos
organismos. Rai et al. (2009) reportaram sua eficécia antimicrobiana em diferentes tipos de
bactérias, enquanto Mazieiro et al. (2019) observaram citotoxicidade em microcrusticeos
(Daphnia similis) e embriotoxicidade em peixes (Danio rerio) em comparacdo com células
de mamiferos, com as menores NP tendendo a ser mais toxicas. Asharani et al. (2008)
sugeriram que AgNP podem induzir uma toxicidade dose-dependente em embrides de
peixes (Danio rerio). Apesar dessas evidéncias, os riscos associados a introdu¢ao das AgNP
no ambiente marinho ainda sao relativamente pouco conhecidos.

Em busca de novas respostas acerca dos anti-incrustantes associados as
nanoparticulas, pesquisadores da Universidade de Aveiro (UA), em parceria com a empresa
Smallmatek Ltda, propuseram o encapsulamento do biocida DCOIT em nanomateriais
manufaturados (NM), nomeadamente em nanocapsula mesoporosas de silica (SiNCs) com
didmetro médio de 100 nm e estas mesmas nanocapsulas impregnadas com prata (SiNC-
Ag), para serem utilizados como principio ativo em tintas anti-vegetativas (Figura 1). No
entanto, para seu uso comercial ¢ necessario compreender os riscos ambientais associados a

estes novos compostos.
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Figura 1. Imagens de Microscopia Eletronica de Varredura de a) SiNCs vazios; b)
SiNCs com DCOIT encapsulado, c) SiNCs revestidos com prata;, d) SiNCs com DCOIT
encapsulado e revestido com prata. Fonte: Figueiredo et al., 2019.

Nesse contexto, uma tendéncia nos estudos de toxicidade é a analise de
biomarcadores, que sdo definidos como respostas bioquimicas, fisioldgicas ou histologicas
mensuraveis que indicam a presenga ou os efeitos de contaminantes no ambiente (Monserrat
et al., 2007) e fornecem respostas sensiveis e rapidas sobre efeitos subcronicos, antes que
efeitos mais severos e irreversiveis ocorram. Biomarcadores tém sido utilizados para avaliar
os efeitos adversos em diferentes niveis de organizacdo — de molecular a histolégico
(Abessa, 2016). Uma de suas caracteristicas mais importantes ¢ o potencial de antecipar as
mudangas em niveis superiores de organizacdo bioldgica (Cajaraville et al., 2000) e sua
maior vantagem ¢ a rapida resposta. Portanto, andlises de biomarcadores permitem a
deteccdo rapida de efeitos bioldgicos adversos de substincias bioativas (Dinan et al., 2001),
como por exemplo os biocidas.

Espécies bioindicadoras tém sido tradicionalmente aplicadas em estudos de avaliagao

16
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de risco ambiental (Friberg et al., 2011). Dentre tais espécies, os moluscos bivalves sdo
comumente utilizados, uma vez que estdo em contato direto com os compartimentos
contaminados, sejam as substincias dissolvidas na agua (Dohery, 1990) ou ligadas a
particulas em suspensdo (Fournier et al., 2005), sendo particularmente sensiveis a
estressores ambientais € com elevada capacidade de bioacumular contaminantes (Gagné et
al., 2006; Bonnail et al., 2018), além de sua fisiologia ser razoavelmente bem conhecida.
Nesse sentido, o mexilhdo Perna perna tem sido amplamente utilizado como um
bioindicador para estimar o grau de contaminacdo e efeitos de poluentes na biota (Dos
Santos et al., 2021), especialmente em estudos analisando biomarcadores (Almeida et al.,
2004).

O baixo nimero de estudos envolvendo a toxicidade do DCOIT, especialmente
quando associado a nanoparticulas, projeta a importancia de entender sua toxicidade sobre

organismos marinhos ndo-alvo, considerando diferentes niveis de organizacao biologica.

2.  Objetivo

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da exposi¢do de bivalves marinhos da
espécie Perna perna a nanomateriais manufaturados (NM) inovadores com acdo biocida,
considerando as formas livres (DCOIT e SiNC) e nanoestruturadas (SINC-DCOIT e SiNC-
DCOIT-Ag), através da analise de biomarcadores em diferentes niveis de organizacio
bioldgica (niveis bioquimico e celular).

Com base nessas informagdes as seguintes hipoteses foram levantadas:

- O encapsulamento reduz a toxicidade dos anti-incrustantes para organismos nao-
alvo, em comparagdo com os compostos livres, em diferentes niveis de organizagao
biologica.

- A toxicidade dos NMs (SINC-DCOIT) ¢ modificada com a cobertura do agente
microbiano (SINC-DCOIT-Ag).

Desse modo, o presente estudo possui carater inédito e inovador, tendo rapida
17
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aplicagdo pratica ao avaliar o efeito da exposicdo do DCOIT em sua forma livre e
nanoencapsulado, tanto em nanoparticulas mesoporosas de silica quanto associadas a prata,

sobre o metabolismo de mexilhdes.

3. Metodologia
3.1 Organismo-teste: Perna perna

O mexilhdo P. perna (Linnaeus, 1758) (Figura 2) ¢ um bivalve marinho intertidal
amplamente distribuido por regides tropicais, subtropicais e temperadas quentes (Dos Santos
et al., 2021). Suas caracteristicas, como o modo de vida séssil na fase adulta, a ampla
distribuicdo e abundancia, tolerancia a diferentes condigdes ambientais (variagdes de
salinidade e temperatura) e a facilidade de manuseio em todos os estagios do ciclo de vida,
tornam-no um organismo desejavel para aplicacdes em biomonitoramento (Rittschof &
McClellan-Green, 2005; Cortez et al., 2019; Silva dos Santos et al., 2018). Além disso, por
serem filtradores, podem acumular diversas classes de poluentes, incluindo biocidas
(Birnstiel et al., 2019; Ortega et al., 2019), apresentando respostas em diferentes niveis
bioldgicos dependendo da concentracdo e caracteristicas quimicas do contaminante (Silva

dos Santos et al., 2018).

Figura 2. Exemplar de mexilhdo Perna perna. Fonte: Museu Nacional do Rio de Janeiro

Exemplares adultos dos mexilhdes utilizados nesse trabalho foram adquiridos junto a
um cultivo localizado na Praia da Cocanha — municipio de Caraguatatuba (SP), local que

apresenta boas condi¢gdes de balneabilidade e qualidade ambiental (CETESB, 2017). Em
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laboratério, os animais foram mantidos em aquarios com dgua do mar filtrada, sob aeracdo e
temperatura constante de 24°C, para o periodo de aclimatagdo de 07 dias, sendo alimentados
a cada 48 h com uma solucdo de mistura de algas Seachem Reef Phytoplankton Marinho.

Apbs esse periodo, foi realizada a exposicao dos organismos aos compostos de interesse.

3.2 Desenho experimental:

O desenho experimental consistiu na exposi¢cdo do bivalve P. perna a diferentes
compostos livres (SINC e DCOIT) e suas respectivas formas encapsuladas (SINC-DCOIT e
SiNC-DCOIT-Ag), e em diferentes concentragdes, visando avaliar os efeitos letais e agudos,
em nivel individual. Em seguida, foram dissecados os tecidos das branquias e glandulas
digestivas para a andlise de biomarcadores, visando avaliar as respostas em nivel

bioquimico.

3.3 Preparacio de amostras:

As solugdes estoques dos compostos foram preparadas em agua do mar filtrada
(filtro CUNO de 100 um) nas concentragdes 10, 100 e 1.000 pg L', além do controle
negativo (agua do mar filtrada). O composto livre de silica mesoporosas (SiNC) e os
nanomateriais contendo o biocida DCOIT (SiNC-DCOIT) e SiNC-DCOIT impregnado com
prata (SiNC-DCOIT-Ag) foram produzidos pela Smallmatek Lda. O DCOIT livre foi
adquirido na Sigma-Aldrich Brasil Ltda (4,5-DICHLORO-2-OCTYL-ISOTHIAZOLON,
CDS003259-1G). As concentragdes de exposicao dos nanomateriais foram calculadas com
base no conteido de DCOIT, correspondendo a 18,3% para SINC-DCOIT e 14,3% para

SiNC-DCOIT-Ag.

3.4 Ensaio de exposi¢ao

Realizamos dois experimentos semi-estaticos com exposi¢do de 72 h, com

fotoperiodo de 12:12 h (claro: escuro), sob aeragdo, temperatura (24°C £ 2°C) e salinidade
19
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constantes. No primeiro dia os organismos receberam alimentacdo composta por solugdo de
algas Seachem Reef Phytoplankton Marinho. O primeiro experimento, conduzido em
dezembro de 2022, avaliou os compostos SiNC, SiNC-DCOIT e SiNC-DCOIT-Ag. A
avaliagdo do DCOIT livre ndo pode ser realizada em conjunto devido a um atraso na
aquisi¢do e exportacdo desse composto. O segundo experimento, em fevereiro de 2024,
testou a forma livre do DCOIT. No presente estudo, em cada concentracdo utilizamos 2
réplicas (em baldes de 15 L); contendo 10 mexilhdes por réplica (n = 20 organismos por
tratamento) em 10 litros de 4gua do mar filtrada (controle) ou solugdo-teste (1 organismo por
litro) (Figura 2A).

Ao final da exposi¢do, os organismos que permaneceram vivos foram sacrificados e
seus tecidos (branquias e glandulas digestivas) foram coletados (Figura 2B) e transferidos
para microtubos e armazenados congelados em ultra freezer a -80°C, para posterior analise
de biomarcadores bioquimicos. Além disso, amostras de hemolinfa foram imediatamente
retiradas e analisadas para estabilidade das membranas lisossdmicas e instabilidade/quebra
dos cromossomos associados ao ntcleo, através do Ensaio do Tempo de Retencdo de
Vermelho Neutro.

Os parametros fisico-quimicos (Anexo I) das solucdes-teste foram monitorados no
inicio e no final dos experimentos. Um lote de organismos foi analisado no inicio dos
experimentos (T0), para controle das condi¢des fisiologicas e andlise de possiveis alteracdes

causadas pela manipulacdo dos organismos em laboratorio.
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Figura 34. Exposi¢do dos organismos em baldes de 15 L com aeragdo constante. 3B.
Retirada do tecido dos organismos apos exposi¢do de 72 horas.

3.5 Biomarcadores

As amostras de tecidos foram descongeladas, pesadas e homogeneizadas na
propor¢io 1:3  (w/v) em solugio tampdo (Trisma-base 50 mM; Acido
Etilenodiaminotetracético (EDTA) 1 mM; 1,4-ditiotreitol (DTT) 1 mM; Sacarose 500 mM;
Cloreto de Potassio (KCl) 150 mM; Fluoreto de fenilmetanosulfonil (PMSF) 30mM, pH
7,6). A homogeneizagdo ocorreu no equipamento BeadBlaster 24 (Benchmark #D2400) em
4 ciclos de 30 segundos a 4.000 rpm com intervalos de 30 segundos. O homogeneizado foi
dividido em duas aliquotas: uma nao centrifugada, utilizadas para a anélise de Dano DNA e
LPO, e outra centrifugada (12.000 g por 20 minutos a 4°C) para os demais biomarcadores.
Posteriormente, o sobrenadante da aliquota foi transferido para um novo microtubo e
mantido a -80°C.

A concentracdo de proteinas totais foi determinada de acordo com o protocolo de
Bradford (1976). A curva de calibragdao foi preparada a partir da solucdo estoque de 2

mg/mL de Albumina Soro Bovina (BSA) diluida em 4gua Mili-Q® em microplaca de 96
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pocos. A leitura de absorbancia ocorreu por espectrofotometria a 595 nm e os resultados
foram expressos em mg.ml'. Todas as analises foram realizadas no leitor de microplacas

Biotek-Synergy™ HT.

3.5.1 Biomarcadores bioquimicos
Dano DNA

Os danos em DNA (stand breaks) foram analisados pelo ensaio de precipitacao
alcalina, proposto por Olive (1988), utilizando fluorescéncia para quantificar vestigios de
DNA. De acordo com esse método, quando as células sdo lisadas em detergente Dodecil
Sulfato de Sodio 2% seguido da adigdo de um volume equivalente de Cloreto de Potéssio
0.12mM, forma-se um precipitado que pode ser coletado em centrifugagdo de baixa
velocidade. O precipitado contém proteinas celulares e 4cido nucléicos associados as
proteinas. Na auséncia de danos no DNA, a maior parte do DNA precipita no fundo, mas
quando hd o rompimentos devido a exposicao das c€lulas a contaminantes quimicos, uma
quantidade de DNA ¢ liberada e permanece no sobrenadante apos a centrifugacdo. Assim, a
proporcao de DNA no sobrenadante ¢ uma medida da quantidade de danos celulares.

Para a curva de calibragdo, foi utilizado DNA de esperma de salmdo. As amostras
foram mantidas em banho-maria por 10 minutos a 60°C, incubadas por 30 minutos a 4°C e
centrifugadas a 8.000g por 5 minutos a 4°C. A leitura foi feita apos agitagdo por 5 minutos,
com excitagdo de 360 nm e emissdo de 460 nm. Os resultados foram expressos em pg de
DNA sobrenadante. mg™! de proteina.

Peroxidacao Lipidica

A Peroxidacao Lipidica (LPO) foi realizada através de Fluorescéncia pelo método de
TBARS — método do 4cido tiobarbiturico (Oakes & Van Der Kraak, 2003), no qual os
produtos da peroxidagao lipidica (i.e., oxidacao dos acidos graxos poliinsaturados), reagem

com o acido-2-tiobarbiturico (TBA). Nas amostras, foram adicionadas as solu¢des de acido
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tricloroacético (TCA) e TBA, agitadas e incubadas por 10 minutos a 70°C, até a formacao de
um pellet. A curva de calibragdo foi realizada a partir das solu¢des de Tetramethoxypropane
(TMP), TCA e TBA. A leitura ocorreu por fluorescéncia a 530 nm (excitacdo) e 590 nm
(emissdo). Os resultados foram expressos em nanomoles de hidroperéxidos. mg?! de
proteinas.

Glutationa S-Transferase

A atividade da Glutationa S-Transferase (GST) foi quantificada seguindo o método
descrito por Keen et al. (1976), adaptado por Medeiros (2000). Essa familia de enzimas
catalisa a conjugacao de diferentes compostos com a glutationa, desempenhando um papel
adicional no processo de detoxificagdo. A atividade foi analisada pela reagdo de catalise de
2nM de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) como substrato artificial e 1nM de Glutationa
Reduzida (GSH) em meio contendo tampao Fosfato de Potassio 0,1M, pH 6,5. O produto
formado pela reacdo, S-2,4-dinitrofenilglutationa, foi quantificado pelo aumento de
absorbancia a 340 nm por 5 minutos em intervalos de 50 segundos. Os resultados foram
expressos em pumol de tioéter. min"!. mg™! de proteina.

Glutationa Reduzida

A dosagem de Glutationa Reduzida (GSH) foi medida por absorbancia, por meio da
quantificagdo dos grupos sulfidrilas presentes na amostra, diferenciando o resultado em
quantidade de grupo sulfidrila proteico e ndo proteico, de acordo com o método descrito por
Sedlak & Lindsay (1968). O meio de reacdao foi composto por tampao Trisma-base 0,4M e
solucdo de 5,5’-ditiobis-(4cido 2-nitrobenzoico) (DTNB). A curva padrao foi GSH diluida
em tampao Trisma-base. A leitura de absorbancia foi realizada em 415nm e os resultados
foram expressos em nmol glutationa. mg™! proteina.

Glutationa Peroxidase

A Glutationa Peroxidase (GPX) tem como principal funcdo a eliminacdo de

hidroperdxidos e outras espécies reativas de oxigénio, possuindo atividade antioxidante, com
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funcdo protetora para as células (Behne & Kyriakopoulos, 2001; Junior et al., 2001). A
atividade de GPX foi medida na presenca de Fosfato de Nucleotideo de Nicotinamida
Adenina (NADPH) como substrato a 340 nm por 3 minutos com intervalos de 1 minuto. Os
resultados foram expressos em pmoles de NADPH oxidado. min™'. mg™! de proteina.

Atividade da Acetilcolinesterase (AChE)

A acetilcolinesterase (AChE), um biomarcador de neurotoxicidade, atua na
degradacdo do acetilcolina, um importante neurotransmissor. Sua atividade foi quantificada
pelo método de Ellman et al, (1961), o qual consiste em detectar o 2-nitrobenzoato-5-
mercaptotiocolina e o 5-tio-2-nitrobenzoato formados pela reagdo entre tiocolina (que ¢ um
produto da hidrélise da acetilcolina pela AChE) e DTNB. A leitura foi feita a 405 nm por 5
minutos com intervalos de 50 segundos. Os resultados foram expressos em nmoles de

acetilcolina hidrolisada. min'. mg™! de proteina.

3.5.2 Biomarcador Celular
Ensaio do Tempo de Reten¢do do Vermelho Neutro

A estabilidade da membrana lisossdmica foi analisada pelo procedimento do Tempo
de Retencdo do Corante Vermelho Neutro em lisossomos de hemocitos, como por Lowe et
al. (1995). Com o auxilio de uma seringa hipodérmica contendo 0,5 ml de solucdo
fisioldgica, foram coletados 0,5 ml de hemolinfa do misculo adutor posterior. Cerca de 40
ul desta solucdo de células (hemolinfa + solugdo fisioldgica) foram expostos ao corante
Vermelho Neutro e, sistematicamente, as laminas foram examinadas em microscopio a cada
15 minutos. O tempo de retencdo do corante vermelho neutro pelos lisossomos foi obtido
pela estimativa da proporcdo de células exibindo “vazamento” dos lisossomos para o citosol
e/ou exibindo anormalidades no tamanho e cor dos lisossomos. O parametro foi determinado
quando 50% ou mais das células exibiram anomalias estruturais ou vazamento do corante

para o citosol (Lowe et al., 1995). O tempo de retencdo médio para cada concentragdo foi
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calculado pela média do tempo em minutos dos animais analisados em cada

concentragao/tratamento.

3.6 Analise dos resultados

Os dados obtidos foram, inicialmente, verificados para normalidade da sua
distribuicdo, pelo teste de Shapiro-Wilk, e homocedasticidade, por meio do teste de Levene.
Os dados de toxicidade e de biomarcadores, posteriormente, foram submetidos 8 ANOVA
de uma via seguido pelo teste a post-hoc de Dunnett, ou por teste paramétrico equivalente,
para avaliar se ha diferenca significativa entre as concentragdes dos compostos € o controle.
As diferencas significativas sdo consideradas quando p < 0.05. As andlises foram realizadas
no software PAST (versdo 4.3).

Para a integracdo dos dados foi realizada a Analise de Componentes Principais
(PCA), considerando os tecidos separadamente e utilizando matrizes contendo os dados dos
biomarcadores em relagdo aos compostos e suas concentragoes. As andlises foram realizadas
usando o software PC-ORD 6.0 (McCune e Mefford, 2011) e valores maiores que > 0,45
foram considerados como associagdes relevantes.

Uma visdo geral das respostas dos biomarcadores foi obtida por meio do céalculo do
“Integrated Biomarker Response” — versdao 2 individual (IBRv2) para cada tratamento,
seguindo a metodologia proposta por Sanches ef al. (2013) e adaptada por Mattos et al.
(2023). Essa abordagem do IBR compara a média das respostas dos biomarcadores de
mexilhdo exposto a estressores com a média da condi¢do controle, mantendo os dados dos
biomarcadores a nivel de individuos, permitindo o uso de anélises estatisticas convencionais
e preservando a variabilidade dos dados. Neste estudo, os compostos foram analisados com
seu respectivo grupo controle. O indice foi calculado como: I) transformagdo logaritmica
(Log2) dos dados; II) score Z (autovetores); III) subtragdo da média do score Z do controle

do score Z de todos os grupos; IV) mddulo do score Z para obtengdo de valores absolutos;
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V) soma dos score Z absolutos dos biomarcadores de cada grupo experimental com o peso
atribuido a cada biomarcador de acordo com a sua importancia sistémica: GST, GSH, GPX e
AChE = 1; Dano DNA, LPO e VN = 2. Os valores resultantes indicam que quanto menor o
indice IBR melhor o estado de saude do organismo e que um score maior pode indicar uma

piora na condi¢ao fisioldgica.

4. Resultados

Para o primeiro experimento foram expostos organismos ao composto livre SINC e
aos compostos nanoencapsulados SiNC-DCOIT e SiNC-DCOIT-Ag. Neste ensaio, nao
houve efeito agudo (i.e. mortalidade) e foram retirados tecidos e hemolinfa de oito
organismos de cada tratamento. Além disso, trés organismos foram separados para analise
posterior de bioacumulagdo nos tecidos, porém essas analises ndo foram realizadas até o
presente momento e as amostras estdo armazenadas.

Para o segundo experimento, no qual os organismos foram expostos ao DCOIT, foi
registrado efeito agudo na concentragdo de 1.000 pg L, na qual apenas trés organismos
sobreviveram até o fim do experimento (72 h). Para as concentragdes de 10 e 100 pg L!
foram retirados tecidos e hemolinfa de oito organismos e separados mais trés organismos

para analise posterior de bioacumulagdo nos tecidos.

Biomarcadores bioquimicos
Dano DNA

Os resultados encontrados para Dano DNA em branquias (Br) indicam diferenca
significativa em relacdo ao controle (p < 0,05) para a concentracdo de 10 pg L' de SiNC-
DCOIT e SINC-DCOIT-Ag (Figura 4A). Nas glandulas digestivas (GD) houve diferenca
significativa na concentragio de 1.000 pg L' SINC-DCOIT, que demonstrou resposta

abaixo do controle, e 100 ug L' DCOIT (Figura 4B).
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Figura 4. Efeitos bioquimicos em mexilhdo Perna perna exposto a nanomateriais. A) Danos ao DNA
em brdnquias. B) Danos ao DNA em glandula digestiva. Os compostos SINC, SINC-DCOIT e SiNC-
DCOIT-Ag estio relacionados com o primeiro TO e Controle, enquanto o DCOIT esta relacionado

ao segundo T0 e Controle. (*) indica diferenca significativa (p < 0,05) em relagdo ao controle
correspondente.

Peroxidacao Lipidica - LPO
Os resultados dos produtos de peroxidacdo lipidica em Br nd3o apresentaram

diferenca significativa em relagdo ao controle para nenhum dos compostos analisados
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(Figura 5A). J4 em GD foi observada diferenca significativa na concentragio 1.000 ug L

SiNC-DCOIT-Ag e nos dois TO0, cujos valores estavam abaixo do controle (Figura 5B).
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Figura 5. Efeitos bioquimicos em mexilhdo Perna perna exposto a nanomateriais. A) LPO em
brdanquias. B) LPO em glandula digestiva. Os compostos SiNC, SiNC-DCOIT e SiNC-DCOIT-Ag
estdo relacionados com o primeiro T0 e Controle, enquanto o DCOIT esta relacionado ao segundo
10 e Controle. (*) indica diferenga significativa (p < 0,05) em relagcdo ao controle correspondente.
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GST
Em Br, a atividade da GST apresentou diferencga significativa em relagao ao controle

nas concentracdes 10 e 100 pg L' SINC, e DCOIT na concentragdo 100 pg L™ (Figura 6A).
Para GD, apenas o TO do segundo experimento apresentou diferenga significativa em
relagdo ao controle, indicando possivel estresse temporario dos organismos, o qual pode ter

sido causado pela coleta ou no manuseio (Figura 6B).
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Figura 6. Efeitos bioquimicos em mexilhdo Perna perna exposto a nanomateriais. A) Atividade de
GST em branquias. B) Atividade de GST em glandula digestiva. Os compostos SiNC, SINC-DCOIT e
SiNC-DCOIT-Ag estdao relacionados com o primeiro T0 e Controle, enquanto o DCOIT esta

relacionado ao segundo TO e Controle. (*) indica diferenga significativa (p < 0,05) em relacdo ao
controle correspondente.

GSH

As quantidades de GSH calculadas para Br apresentaram diferenca significativa em

relagdo ao controle para TO no primeiro experimento, assim como SiNC nas concentragdes

100 e 1.000 pg L', SINC-DCOIT-Ag na concentragdo 100 pg L', e DCOIT em todas as

concentracgoes testadas (Figura 7A). Em GD, foram observadas diferengas significativas em

relagdo ao controle para TO nos dois experimentos, cujo valores estavam abaixo do controle,

e para a concentragido 10 ug L' em SiNC e DCOIT (Figura 7B).
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Figura 7. Efeitos bioquimicos em mexilhdo Perna perna exposto a nanomateriais. A) Quantidade de
GSH em brdnquias. B) Quantidade de GSH em glindula digestiva. Os compostos SiNC, SiNC-
DCOIT e SiNC-DCOIT-Ag estdo relacionados com o primeiro T0 e Controle, enquanto o DCOIT
esta relacionado ao segundo T0 e Controle. (¥) indica diferenca significativa (p < 0,05) em relagdo
ao controle correspondente.

GPx
A atividade de GPx medida nas Br apresentou diferenga significativa para todas as

concentragdes de SINC-DCOIT e SiNC-DCOIT-Ag, e nas concentragdes 100 e 1.000 pg L™
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de SiNC (Figura 8A). Para GD, houve diferenca significativa no T0, com valores menores

que os do controle, e na concentracdo 100 ug L' de DCOIT (Figura 8B).
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Figura 85. Efeitos bioquimicos em mexilhdo Perna perna exposto a nanomateriais. A) A atividade de
GPx em branquias. B) A atividade de GPx em glandula digestiva. Os compostos SiNC, SiNC-DCOIT
e SINC-DCOIT-Ag estdo relacionados com o primeiro T0 e Controle, enquanto o DCOIT esta
relacionado ao segundo TO e Controle. (*) indica diferenga significativa (p < 0,05) em rela¢do ao
controle correspondente.
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A atividade da enzima AChE foi medida especificamente no tecido branquial. Essa
escolha metodoldgica ocorreu pela necessidade de refazer o processo de homogeneizagao,
no qual o uso do inibidor de proteases Fenilmetilsulfonil Fluoreto (PMSF) apresentou um
efeito inibitério sobre a atividade de AChE na primeira analise. Diante dessa necessidade de
repetir o protocolo em algumas amostras e da limitagdo de tecido disponivel, foi realizada
apenas nas Br. A atividade de AChE medidas nas Br apresentou diferenca significativa para
todas as concentragdes de SINC-DCOIT-Ag, na concentragdo 100 pg L' de SINC-DCOIT e

na concentragio 1.000 ug L de SiNC (Figura 9).
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Figura 9. Efeitos bioquimicos em mexilhdo Perna perna exposto a nanomateriais. Atividade de
AChE em brdnquias. Os compostos SiNC, SINC-DCOIT e SiNC-DCOIT-Ag estdo relacionados com
o primeiro T0 e Controle, enquanto o DCOIT esta relacionado ao segundo T0 e Controle. (*) indica

diferencga significativa (p < 0,05) em relagdo ao controle correspondente.

Biomarcador celular
Tempo de Retencio do Vermelho Neutro
No ensaio de Tempo de Retencdo de Vermelho Neutro (VN) o controle do primeiro

experimento apresentou valor médio de 72.86 minutos e o segundo experimento 81.43
minutos. O SiNC-DCOIT, apresentou diferenga significativa para todas as concentracdes
testadas, com valores médios de 47.14 minutos, 35.63 minutos, 46.88 minutos. Em SiNC

houve diferenca significativa nas concentragio de 100 e 1.000 pug L, com valores médios
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de 43.13 minutos e 34.29 minutos, respectivamente. Em SiNC-DCOIT-Ag houve diferenca

nas concentracdes 10 ¢ 100 pg L', com valores médios de 45 minutos e 42.86 minutos,

respectivamente (Figura 10).
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Figura 10. Ensaio do Tempo de Reten¢do de Vermelho Neutro. Os compostos SiNC, SINC-DCOIT e
SiNC-DCOIT-Ag estdo relacionados com o primeiro T0 e Controle, enquanto o DCOIT esta
relacionado ao segundo TO e Controle. (*) indica diferenca significativa (p < 0,05) em relagdo ao

controle correspondente.

Na Tabela 1, estdo dispostos os biomarcadores que apresentaram diferenca
significativa em relagdo ao controle, de acordo com o composto, as concentragdes € o tipo
de resposta exibida, seja ativacao (indicado pela seta para cima) ou inibi¢do (indicado pela
seta para baixo), permitindo uma melhor visualiza¢ao dos dados em conjunto. No caso do

Vermelho Neutro, a tabela mostra as concentracdes onde houve efeito significativo.
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Tabela 1. Relacdo dos compostos e suas concentragcdes com os biomarcadores que
apresentaram diferenca significativa em relagdo ao controle correspondente. A seta para
cima indica o aumento da atividade, enquanto a seta para baixo indica atividade abaixo
do controle. Estrelas indicam diferencas significativas em relagdo ao controle.
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4.1. Integracio da resposta de biomarcadores por PCA

Os resultados da PCA integraram os dados de resposta dos biomarcadores na

para a atividade de GSH.

branquia e na glandula digestiva (separadamente) com as concentragdes dos compostos
testados, determinando o grau de associacdo entre os fatores. Nesta andlise, foram
consideradas relevantes todas as varidveis cujos coeficientes foram maiores ou iguais a 0.45.
Em BR, trés componentes principais (PCs) explicaram 81,2% da variancia dos dados
(Tabela 2). A PCI explicou 42,7% da variancia dos dados e mostrou associagcdes negativas
para todos os biomarcadores, exceto a atividade de GSH. A PC2 explicou 21,9% da

variancia dos dados, demonstrando uma associagdo negativa nos niveis de LPO e positiva

A PC3 explicou 16,7% da variancia dos dados, resultando em uma associa¢do
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positiva na atividade enzimatica de GPx e estabilidade da membrana lisossdomica (VN)
(Figura 11).

A PCA demonstrou a formagdo de grupos distintos entre os tratamentos. Observou-
se a formacao de um grupo coeso, compreendendo os tratamentos: Controle (Cont), Controle
do DCOIT (Cont_DC), DCOIT em todas as concentra¢des (DC10, DC100, DC1.000), SINC
na concentragdo 10 pug L' (SINC10) e SINC-DCOIT-Ag na concentragdo 1.000 pg L
(AG1.000). Esse agrupamento sugere uma resposta minima ou ausente nos biomarcadores
analisados, o que se reflete em valores similares ou inferiores aos observados nos controles
para tais biomarcadores.

Um segundo grupo distinto ¢ formado por SINC-DCOIT nas concentragdes 10, 100 e
1.000 pg L' (SD10, SD100 e SD1.000), SiNC e SiNC-DCOIT-Ag na concentragio 100 pug
L1 (S100 e AG100). Este grupo esta associado aos biomarcadores GST, GSH, VN e AChE
(Figura 12) indica uma relagdo direta e possivelmente mais intensa com a indugao de efeitos
subletais nos organismos expostos. Os compostos SINC-DCOIT-Ag na concentragdo 10 ug
L' (AG10) e SiNC na concentragdo 1.000 pg L™ (S1.000) ficaram isolados, sendo o0 AG10
caracterizado por maiores valores em GPx, Danos em DNA e LPO; enquanto S1.000

caracterizado por maiores valores de GSH.
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Tabela 2. Resultados da Andlise de Componentes Principais integrandos os dados de
resposta dos biomarcadores branquias (Br) do mexilhdo Perna perna expostos as
nanomateriais anti-incrustantes associados ao biocida DCOIT. Em negrito estdo os
valores relacionados ao coeficiente (> 0,45).

. . Cum.% of
PCBR Eigenvalue |% of Variance
Var.
1 2.98 42.66 42.66
1.53 21.88 64.54
3 1.16 16.63 81.17
Correlagdes
Var BR PC1 PC2 PC3
GSH -0.26 0.81 0.18
GST -0.66 0.35 -0.30
GPx -0.54 -0.35 0.69
DNA -0.74 -0.41 -0.42
LPO -0.82 -0.50 0.08
AChE -0.76 0.29 -0.38
VN -0.63 0.37 0.50
51.000
iy
sSD10
Py
o
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spi00s & £ A B
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N
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2
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Figura 11. Ordenagdo grdfica da PCA, para os eixos 1 e 2, mostrando as projecées das correlagoes
das variaveis e dos tratamentos, no caso de respostas de biomarcadores em branquias de mexilhdo
Perna perna expostos ao biocida DCOIT e a nanomateriais anti-incrustantes. As linhas azuis
indicam os biomarcadores e os triangulos indicam os compostos e suas concentragoes
correspondentes.
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Em GD, trés PCs explicaram 78,10% da variancia dos dados (Tabela 3). A PC1 explicou
39,8% da variancia dos dados, com associacdo negativa entre a atividade enzimatica de GST,
estabilidade da membrana lisossdmica e niveis de LPO, além da associa¢do positiva na atividade
enzimatica de GPx. A PC2 explicou 21,0% da variancia dos dados e demonstrou associagdo negativa
da atividade enzimatica GPx e associagdo positiva na atividade de GSH. A PC3 explicou 17,3% da
variancia dos dados demonstrando associagdo inversa entre atividade da GST (positiva) e danos ao
DNA (negativa) (Figura 12). Os scores da PCA, relacionados com cada composto e concentracao
estdo no anexo II.

A PCA também demonstrou a formacao de grupos distintos entre os tratamentos. Observou-
se a formagdo de um grupo coeso, compreendendo os tratamentos: Controle (Cont), Controle do
DCOIT (Cont DC), DCOIT em todas as concentragdes (DC10, DC100, DCI1.000). Esse
agrupamento ¢ similar ao encontrando em Br.

Um segundo grupo distinto ¢ formado por SiNC-DCOIT na concentragio 100 pg L'
(SD100), SiNC-DCOIT na concentragdo de 1.000 pg L' (SD1.000) e SiNC-DCOIT-Ag nas
concentragdes 10 e 100 ug L' (AG10 e AG100). Esse agrupamento apresenta maiores valores de
LPO, GST, VN e danos em DNA, com os maiores efeitos subletais nos organismos expostos. O
terceiro e ultimo grupo distinto é formado pelos tratamentos com maiores niveis de GSH, sendo
composto pelas menores concentragdes de SiNC (S10 e S100) e SiNC-DCOIT-Ag na concentragao

1.000 pg L' (AG1.000).
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Tabela 3. Resultados da Andlise de Componentes Principais integrandos os dados de
resposta dos biomarcadores glandula digestiva (GD) do mexilhdo Perna perna expostos
as nanomateriais anti-incrustantes associados ao biocida DCOIT. Em negrito estdo os
valores relacionados ao coeficiente (> 0,45).

oo - | % of Cum.% of
igenvalue .
B Variance Var.
1 2.39 39.83 39.83
2 1.26 20.98 60.81
3 1.04 17.29 78.10
Correlacdes
Var GD PC1 PC2 PC3
GSH 0.20 0.87 -0.05
GST -0.75 -0.03 049
GPx 0.52 -0.65 0.16
DNA -0.36 -0.20 -0.87
LPO -0.86 0.07 -0.04
VN -0.81 -0.15 0.06
S10
A
$100
A
GSH
SD1.000
N A
2 AG1.000
é A
AG10 LPO
A Cont
A
A ADC100 Cont_DC
AG100 A
DC1
A A A C10
$1.000 DC1.000
GPx
SD10
A
Axis 1

Figura 12. Ordenagdo grdfica da PCA, para os eixos 1 e 2, mostrando as projegoes das correlagoes
das variaveis e dos tratamentos, no caso de respostas de biomarcadores em glandulas digestivas de
mexilhdo Perna perna expostos ao biocida DCOIT e a nanomateriais anti-incrustantes. As linhas
azuis indicam os biomarcadores e os tridngulos indicam os compostos e suas concentragoes
correspondentes.
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O indice de Resposta Bioldgica demonstrou a integracdo das respostas dos

biomarcadores frente aos diferentes compostos estudados e considerando diferentes pesos

aos biomarcadores de efeito. Em Br, observou-se uma maior interagdo entre os

biomarcadores quando expostos ao SINC-DCOIT 1.000, seguindo a ordem decrescente de

intera¢do: SD 1.000 > Ag 10> Ag 100 > S 1.000 > S 100 > DC 100 > SD 10 > DC 10. Em

contraste, a analise do IBR em GD revelou uma maior interagdo dos biomarcadores

especificamente na condicdo de exposi¢do a DC 10, indicando uma resposta bem distinta

entre os tecidos. (Tabela 4).

Tabela 4. Resultados do Indice de Resposta Integrada (IBRv2i) integrandos as médias dos
dados de resposta dos biomarcadores na branquias e na glandula digestiva do mexilhao
Perna perna expostos as nanomateriais anti-incrustantes associados ao biocida DCOIT.

Os dados foram analisados com seus respectivos controles.

Branquia Glandula Digestiva
Amostra | Média | Amostra| Média
Controle 5,16 Controle 5,79

S10 8,68 S10 6,89
S100 11,23 S100 8,36
$1.000 12,85 $1.000 8,93
SD10 10,88 SD10 7,98
SD100 13,36 SD100 9,47
SD1.000 8,72 SD1.000 8,70
AG10 13,09 AG10 8,93
AG100 12,86 AG100 9,00
AG1.000 9,84 AG1.000 8,78
Cont. DC 51 Cont. DC 6,16
DC10 10,37 DC10 10,60
DC100 11,18 DC100 8,56
DC1.000 8,69 DC1.000 8,00

5. Discussao

Neste estudo, a hipotese principal previa a reducdo da toxicidade do DCOIT nas

formas nanoestruturadas , o que de fato ocorreu quando o efeito agudo (i.e mortalidade) ¢

considerado. Observou-se mortalidade significativa (62,5%) apenas entre os mexilhdes

expostos ao DCOIT, na maior concentragdo (1.000 pg L) evidenciando sua alta toxicidade
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para organismos marinhos nao-alvo. Portanto, o encapsulamento em SiNC reduziu a
toxicidade do DCOIT, corroborando com a fun¢do da nanocépsula em controlar a liberacao
do biocida. Contudo, ¢ importante ressaltar que a redu¢do da toxicidade aguda nao implica a
auséncia de efeitos subletais. O DCOIT possui a capacidade de rapida penetragdo nas
membranas celulares, inibindo enzimas com tiois intracelulares, desencadeando uma cascata
de radicais livre e consequente estresse oxidativo (Cima et al., 2013). Tal mecanismo pode
levar a alteracdes celulares severas, culminando em morte por apoptose, conforme
demonstrado em hemdocitos de ascidia colonial Botryllus schlosseri (Cima et al., 2008).

Corroborando com a toxicidade do DCOIT, Campos et al. (2022b) também
reportaram letalidade total (100%) na mesma concentracdo em ostras Crassostrea gigas. No
entanto, ¢ importante notar que este resultado foi obtido em um teste de toxicidade cronica
com duracdo de 14 dias, o que ressalta a importancia do tipo de organismo e da duracdo da
exposicao na avaliacdo da toxicidade. Contudo, a sensibilidade do DCOIT demonstra ser
variavel entre diferentes grupos taxondmicos e estagios de desenvolvimento.

Além dos efeitos letais observados nos animais expostos a maior concentracao de
DCOIT, outros tratamentos induziram respostas bioquimicas ou celulares em branquias e
glandulas digestivas de P.perna.

A avaliacdo de danos ao DNA revelou padrdes distintos entre os tecidos Br e GD de
P.perna. Nas branquias, observamos aumento significativo nos organismos expostos a
menor concentragdo (10 ug L) de SINC-DCOIT e SiNC-DCOIT-Ag. Embora reversiveis,
danos ao DNA podem acarretar graves consequéncias fisiologicas ao organismo, podendo
comprometer fungdes vitais, levar a mutacdes e reduzir a variabilidade genética (Dickmann
et al., 2004; Pereira et al., 2011). A literatura sugere que a genotoxicidade de agentes
quimicos pode estar atribuida a capacidade de gerar radicais de oxigénio, promovendo
quebras de fita simples e dupla (Viarengo et al. 2007). Em contraste, na GD, o dano

significativo a0 DNA ocorreu apenas com a exposi¢do a 100 pg L' em DCOIT, um
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tratamento que também apresentou inibicdo da atividade da enzima antioxidante GPx. Por
outro lado, a maior concentragio (1.000 pg L) de SINC-DCOIT apresentou niveis de dano
ao DNA menores que os do controle, sugerindo uma resposta complexa, possivelmente por
uma ativacdo mais ampla dos sistemas de depuracdo e antioxidantes: neste tratamento
observou-se aumento da atividade de GST e da GPx.

A auséncia de danos ao DNA ou a redu¢@o nos seus niveis, tanto em Br quanto em
GD, sugerem que a exposi¢ao pode estimular diferentes mecanismos de defesa ou reparo
para neutralizar ou prevenir danos ao DNA. No presente estudo, a PCA indicou que, nas Br,
os danos ao DNA estiveram associados com GST e GPx. Por sua vez, o sistema de reparo de
DNA em mexilhoes pode ser ativado apos o acimulo de substancias toxicas acima de um
determinado limite (Ching et al., 2001; Schmidt et al., 2014; Fontes ef al., 2018). Em relacao
a outros estudos, nossos resultados em Br, para DCOIT divergem daqueles encontrados por
Campos et al. (2022a), que ndo reportaram danos ao DNA. J4 na GD, nossos resultados para
o DCOIT 100 pg L' corroboram com os de Campos et al. (2022a), onde danos foram
observados nas duas maiores concentragdes (57 e 151 pug L) em ostra Crassostrea
brasiliana. Em suma, os resultados sugerem que SiNC-DCOIT, SiNC-DCOIT-Ag e DCOIT
possuem um potencial genotdxico, de acordo com o composto, a concentracdo e o tecido
analisado.

Além dos danos genéticos, também avaliamos o potencial dos compostos em induzir
o estresse oxidativo através da andlise de peroxidacdo lipidica. A LPO ¢ um processo
complexo resultante da agdo de radicais livres capazes de romper os lipidios de membrana
(Oliveira et al., 2009; Pereira ef al., 2011). Em Br, a auséncia de resultados significativos em
relacdo ao controle na atividade de LPO, indica que o periodo de exposicdo e/ou as
concentragoes testadas neste estudo ndo foram suficientes para desencadear danos oxidativos
as membranas. Para GD, os organismos expostos ao SiNC-DCOIT-Ag 1.000 pg L

apresentaram diferencas, porém com niveis menores do que os exibidos nos organismos do
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controle indicando uma inibi¢do da peroxidacdo lipidica. Nossos resultados diferem
daqueles encontrados por Campos et al. (2022a) para os dois tecidos em C. brasiliana, pois
os niveis de LPO aumentaram significativamente em todas as concentracdes testadas (0,2,
57 e 151 pg L") em Br e nas concentragdes 0,2 e 151 ug L' de GD. Em outro estudo,
Campos et al. (2022b) também obtiveram resultados de aumento nos niveis de LPO, em
ostras C. gigas, para SiNC-DCOIT-Ag na concentragio 10 pug L' e DCOIT nas
concentragdes 10 e 100 ug L1

A atividade da GST desempenha um papel crucial na detoxificagdo de xenobioticos e
no metabolismo celular basal, podendo ser induzida em resposta a exposi¢do de poluentes
(Abel et al., 2004). Em Br, nossos resultados indicaram um padrao de atividade que sugere
uma resposta bifasica: estimulagio em baixas concentracdes (10 pg L para SINC e 100 pg
L' para SiNC, SiNC-DCOIT e DCOIT) e auséncia de alteracdo significativa na maior
concentra¢io testada (1.000 pug L'). No presente estudo, a PCA indicou que nas Br, a
atividade de GST estava associada a enzima GPx, aos biomarcadores de efeito Dano em
DNA, LPO e AChE, e ao biomarcador celular VN. Para DCOIT um resultado semelhante
foi demonstrado por Mandelli et al. (2025) em anfipodo Tiburonella viscana, com uma
inducdo significativa em baixa concentracdo (100 ng g™!). Esse padrio de resposta bifasica é
consistente com achados em outros organismos expostos ao DCOIT, como demonstrado por
Cima et al. (2013), em corais (Sarcophyton cf. glaucum), e pode ser explicado por diferentes
mecanismos. Em baixas doses, a inducdo de GST pode refletir uma ativacdo dos
mecanismos depuragdo dos xenobioticos, enquanto em altas doses, a auséncia de efeito pode
ser consequéncia da sobrecarga do sistema antioxidante ou de respostas comportamentais
como o fechamento das valvas para minimizar a exposi¢do (Figueiredo et al, 2019).
Adicionalmente, a inibicdo da GST em altas concentragdes pode estar relacionada ao
consumo excessivo de seu substrato, a GSH, sendo corroborada pela resposta inversa

encontrada na PCA.
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O papel crucial da GSH na defesa antioxidante, removendo as espécies reativas de
oxigénio (ROS) do meio intracelular e atuando como substrato da enzima GST (Huber et al.,
2008; Rover et al., 2001) foi evidenciado no nosso estudo. Nas Br, a resposta predominante
a exposi¢do aos nanomateriais ¢ ao DCOIT foi um aumento nos niveis de GSH, um
resultado que corrobora com o observado por Campos et al. (2022a) em ostras C. brasiliana
expostas ao DCOIT nas concentragdes de 57 e 151 pg L' Esse aumento em diferentes
concentragdes: SiNC 100 e 1.000 pg L'; SINC-DCOIT-Ag 100 pg L!; e em todas as
concentracdes de DCOIT testadas, sugere uma ativacdo dos mecanismos de defesa
antioxidante associados ao biocida. Por outro lado, em GD, a exposicdo a baixas
concentragdes de SINC e DCOIT 10 pg L' levou a uma redugdo na quantidade de GSH, um
efeito também observado por Campos ef al. (2022a) em ostras expostas a uma concentragao
comparavel as usadas neste projeto. A diferenca na resposta da GSH nos tecidos indica uma
possivel regulagdo especifica em detrimento da exposi¢do aos compostos.

A GPx ¢ uma enzima que também faz parte do sistema antioxidante, e desempenha
um papel crucial na prote¢do celular, catalisando a reducdo do peroxido de hidrogénio
(H202) em 4gua. A importancia dessa enzima reside no fato de que o H>O> ¢ um precursor
do radical hidroxila (OH¢), uma das (ROS) mais téxicas (Oliveira ef al., 2009; Pereira et al.,
2011). Em Br, observamos alteragdes significativas na atividade de GPx em resposta a
diversos tratamentos: todas as concentragcdes de SINC-DCOIT e SiNC-DCOIT-Ag, além de
SiNC nas concentracdes de 10 e 100 ug L™!. Em contraste, Campos et al. (2022) relataram
um aumento na atividade de GPx em ostras expostas a uma baixa concentracdo de DCOIT
(0,2 ng L) e inibicdo em concentragdes mais elevadas (57 e 151 pg L!). Na GD, a
atividade da GPx foi inibida especificamente pela exposicio a DCOIT 100 pg L,
correlacionando com o aumento no dano ao DNA observado nesse mesmo tratamento,
sugerindo que o comprometimento da defesa antioxidante pode ter contribuido para o

aumento dos efeitos genotoxicos.
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A andlise da atividade de AChE em Br revelou um aumento significativo nos
organismos expostos aos compostos nanoestruturados. Para o SiNC-DCOIT-Ag todas as
concentragdes testadas induziram uma resposta significativa, sugerindo um potencial
neurotoxico desta formulagio. Adicionalmente, a exposigdo a 100 ug L' de SINC-DCOIT e
1.000 pg L' de SINC também produziram efeito similar. O aumento da AChE, uma enzima
crucial para a neurotransmissdo de impulsos nervosos de sinapses colinérgicas, observado
em nosso estudo, corrobora os resultados encontrados por Mandelli et al. (2025), no qual o
DCOIT induziu a AChE nas baixas e altas concentra¢des (100 e 1.000 ng g''). Embora o
DCOIT isolado ndo tenha causado um aumento significativo na atividade de AChE em
nosso estudo, as respostas observadas podem indicar um efeito sinérgico entre o DCOIT, a
nanocapsula de SINC e a Ag. Além disso, a AChE estd relacionada com fung¢des nao-
colinérgicas, como a apoptose induzida nas células, sugerindo agdes da enzima em vias de
sinalizacdo da apoptose (Aranha et al., 2021; Mandelli et al., 2025).

A maior sensibilidade da atividade da AChE ao SiNC-DCOIT-Ag reforca
parcialmente a segunda hipotese deste trabalho, a qual indica que a impregnagdo da prata na
nanocapsula modifica sua toxicidade, podendo induzir a sinalizagdo da apoptose via
estimulacdo da AChE. Apesar de ndo apresentar tantos efeitos relacionados ao estresse
oxidativo (conforme resultados anteriores), a formulagdo com a prata produziu efeitos
adversos em mexilhdes P.perna por outra via metabolica.

O Ensaio do Tempo de Retengcdo do Vermelho Neutro (VN) fundamenta-se na
capacidade de lisossomos intactos em células sauddveis de absorver e reter o corante
vermelho neutro. Danos na membrana lisossomal, frequentemente induzidos pelo impacto
de xenobidticos, comprometem essa retengdo, resultando em tempos significativamente
menores devido ao extravazamento do corante ((Dailianis et al., 2003; Cortez et al., 2012).
Em nosso estudo, a estabilidade da membrana lisossomal nos hemdcitos de P. perna foi

significativamente reduzida apos a exposi¢do a SiNC nas concentragdes de 100 e 1.000 ng

45



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA Runesp

A#;%:V
unesp . “JULIO DE MESQUITA FILHO” FQF Bore

Instituto de Biociéncias
Campus do Litoral Paulista

L', a SINC-DCOIT em todas as concentracdes testadas e¢ a SiNC-DCOIT-Ag nas
concentragdes de 10 e 100 pug L. Figueiredo et al. (2019) demonstraram a nocividade de
SiNC ndo carregado para diversas espécies marinhas. A toxicidade associada ao SiNC pode
ser atribuida a presenca residual do surfactante cationico CTAB, utilizado em sua sintese,
mesmo ap6s multiplos processos de lavagem (Maia et al., 2015; Avelelas et al., 2017,
Martins et al., 2017; Figueiredo et al., 2019). E importante notar que os compostos como
CTAB possuem agao tensoativa, o que os habilita a lesionar as membranas celulares mesma
na ausé€ncia de espécies reativas de oxigénio (Silva et al., 2019). Em contraste com nossos
resultados, Campos et al. (2022b) observaram uma reducdo na estabilidade lisossomal em
C.gigas ap0s a exposicdo a todas as concentragdoes de DCOIT.

O SiNC vazio induziu alteracdes significativas em biomarcadores de exposicdo nas
Br, sugerindo uma possivel interferéncia no sistema antioxidante dos organismos. Essa
observagdo corrobora com estudos anteriores. Figueiredo et al. (2019) demonstraram a
nocividade de SiNC ndo carregado para diversas espécies marinhas, principalmente
associada ao surfactante CTAB (mencionado acima). Em nosso estudo, a exposi¢do ao SiNC
causou alteragdes significativas a dois biomarcadores de efeitos: a AChE e o tempo de
retencdo VN. Esse resultado aponta a necessidade de investigagdes mais aprofundadas para
elucidar os mecanismos de agao do SiNC em bivalves marinhos.

Em Br, todos os compostos em todas as concentragdes testadas apresentaram pelo
menos um sistema antioxidante alterado significativamente. Em bivalves, as branquias sdo o
primeiro 6rgdo a entrar em contato com contaminantes presentes no substrato, além disso
desempenham um papel importante na desintoxicagdo de xenobioticos (Fontes ef al., 2017;
de Campos et al., 2022). Nesse estudo as branquias demonstraram maior sensibilidade aos
compostos do que a glandula digestiva, o que sugere ser este o principal o6rgdo alvo para o
DCOIT e compostos nanoestruturados analisados.

Em sintese, embora a hipdtese inicial do presente estudo previsse uma redugdo da
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toxicidade do DCOIT em suas formas nanoestruturadas, e o efeito agudo (i.e mortalidade)
tenha de fato diminuido, os resultados dos efeitos subletais demonstraram um cenario
complexo. Os dados revelaram que o comportamento das nanocépsulas (SiNC, SiNC-
DCOIT e SiNC-DCOIT-Ag) ainda ndo estd definido, e os efeitos toxicos ndo foram
reduzidos de forma padronizada. Ao contrario, observou-se uma resposta bem distinta entre
os diferentes tratamentos, com padrdes variados de genotoxicidade, estresse oxidativo,
alteragdes enzimaticas e lisossomais, que muitas vezes nao seguiram uma relagdo dose-
resposta linear. Isso ressalta a complexa interagdo entre as nanocéapsulas, seus componentes
(DCOIT e Ag), e os mecanismos bioldgicos dos organismos expostos, evidenciando a
necessidade de mais pesquisas para compreender completamente a aplicabilidade desta

tecnologia.

6. Conclusoes

O presente estudo demonstrou que, embora o DCOIT seja frequentemente
considerado um agente biocida ambientalmente aceitdvel, nossos resultados, em
consonancia com a literatura, evidenciam sua toxicidade, induzindo efeitos letais e subletais
no mexilhdo Perna perna. Notavelmente, o encapsulamento do DCOIT proporcionou uma
reducdo nos efeitos agudos, observados apenas na maior concentragdo testada de DCOIT
(1.000 pg L. Contudo, a investigagio revelou efeitos cronicos ou subcrdnicos causado
tanto pelo DCOIT quanto pelas suas formas nanoencapsuladas, incluindo a propria
nanocdpsula vazia (SiNC). Estes efeitos foram detectados através da modulagao de
biomarcadores bioquimicos e celulares, indicando a ativacdo dos sistemas de depuracao
(GST) e antioxidantes (GPx e GSH), presenca de danos ao DNA e aumento da atividade de
acetilcolinesterase, que pode indicar sinalizagdao de apoptose.

Portanto, para biomarcadores bioquimicos e o tempo de retengdo do Vermelho

Neutro, nao se confirmou a hipotese de reducao dos efeitos apos a encapsulagao do DCOIT
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em SiNC. No entanto, as andlises integrativas (PCA e IBR) sugerem que a impregnacao de
Ag pode aumentar levemente a toxicidade do SiNC-DCOIT, como evidenciado nas
concentracdes mais baixas (AG10 e AGI100). Em relacdo a sensibilidade tecidual, as
branquias demonstraram ser mais responsivas aos compostos testados em comparagdo as

glandulas digestivas.
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Anexo I - Parametros Fisicos Quimicos

1" experimento
Inicial 12/12/2022 Temp. 23°C
Composto Salinidade pH Oxigénio| Amdnia
Controle 35 7,74 5,45 ok
SiNC 10 35 7.8 4,25 ok
SiNC 100 35 7.8 5,71 ok
SiNC 1.000 35 7,76 4,54 ok
SiNCDCOIT 10 35 7,43 4,77 ok
SiNC DCOIT 100 35 7,74 5,33 ok
SiNC DCOIT 1.000 35 7,79 5,32 ok
Ag 10 35 7,38 3,76 ok
Ag 100 35 7,25 5,23 ok
Ag 1.000 35 7,24 4,65 ok
Final 15/12/2022 Temp. 23°C
Composto Salinidade pH Oxigénio| Amdnia
Controle 35 7,62 5,4 ok
SiNC 10 37 7,27 2,78 ok
SiNC 100 37 7,57 5,38 ok
SiNC 1.000 36 7,54 4,2 ok
SiNC DCOIT 10 37 7,43 2,68 ok
SiNC DCOIT 100 36 7,65 3,12 ok
SiNC DCOIT 1.000 38 7,42 3,03 ok
Ag 10 38 7,38 3,8 ok
Ag 100 37 7,25 2,39 ok
Ag 1.000 38 7,24 3,01 ok
2" experimento
Inicial 23/02/2023 Temp. 24°C
Composto Salinidade pH Oxigénio| Amoénia
Controle 1 35 7,85 5,18 ok
Controle 2 35 7,92 5,37
35 7,98 5,48 ok
35 8,02 5,35
35 7,97 5,33 ok
35 7,9 5,32
35 8 6,13 ok
35 7,98 6,2
Final 26/02/2024 Temp. 24°C
Composto Salinidade pH Oxigénio| Amoénia
Controle 1 35 7,64 5,24 ok
Controle 2 35 7,72 6,06
35 7,56 5,35 ok
35 7,64 4,32
35 7,69 5,79 ok
35 7,72 5,97
35 7,74 6,02 ok
35 7,65 5,08
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Anexo II — Scores da PCA

Branquias
Tratamento PClI PC2 PC3
Cont. 1.36 0.24 -0.78
S10 1.05 0.36 0.28
S100 -0.37 0.32 1.03
S1.000 -0.63 3.30 0.78
SD10 -2.73 1.17 -1.70
SD100 -1.15 -0.28 1.04
SD1.000 -0.50 -1.59 2.19
AGI10 -3.57 -1.89 -1.09
AGI100 -0.75 -0.22 0.66
AG1.000 0.69 0.06 0.31
Cont DC 2.62 -0.95 -0.79
DC10 0.83 0.08 -0.87
DC100 1.42 -0.32 -0.96
DC1.000 1.72 -0.28 -0.11
Glandula Digestiva

Tratamento PCl1 PC2 PC3

Cont. 0.72 -0.08 0.40

S10 1.05 2.61 0.19

S100 -0.65 1.91 -1.29

S1.000 -2.65 -0.79 -0.66

SD10 0.09 -1.52 1.32

SD100 -0.50 -0.40 1.14

SD1.000 -0.02 0.80 1.37

AGI10 -2.75 0.10 0.29

AGI100 -1.42 -0.46 -1.44

AG1.000 -0.19 0.41 1.32

Cont DC 2.81 -0.56 -0.24

DC10 1.18 -0.76 -0.43

DC100 1.37 -0.48 -1.29

DC1.000 0.96 -0.80 -0.68
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