4%  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
unesp " “JULIO DE MESQUITA FILHO”
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS - RIO CLARO

ECOLOGIA

ISABELA MARTINS

TOXICIDADE DE NOVOS NANOMATERIAIS
ANTI-INCRUSTANTES SOBRE O CORAL-
SOL (Tubastraea coccinea).

Rio Claro — SP
2023



ISABELA MARTINS

TOXICIDADE DE NOVOS NANOMATERIAIS ANTI-INCRUSTANTES
SOBRE O CORAL-SOL (Tubastraea coccinea).

Trabalho de Concluséo de Curso apresentado ao
Instituto de Biociéncias — Campus de Rio Claro,
da Universidade Estadual Paulista “Julio de

Mesquita Filho”, para obtencdo do grau de
Ecdloga.

Orientador: Denis Moledo de Souza Abessa
Coorientadora: Katia Cristina Cruz Capel

Supervisor: Milton Cezar Ribeiro

Rio Claro - SP
2023



Martins, Isabela
M386t Toxicidade de novos nanomateriais anti-incrustantes sobre o
coral-sol (Tubastraea coccinea) / Isabela Martins. -- Rio Claro, 2023
29 p. :il., tabs., fotos

Trabalho de concluséo de curso (Bacharelado - Ecologia) -
Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Biociéncias, Rio
Claro

Orientador: Denis Moledo de Souza Abessa

Coorientadora: Katia Cristina Cruz Capel, Milton Cezar Ribeiro

1. Toxicologia ambiental. 2. Ecologia marinha. 3. Ciéncias da vida.
1. Titulo.

Sistema de geracdo automatica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca do Instituto de
Biociéncias, Rio Claro. Dados fornecidos pelo autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada.




ISABELA MARTINS

TOXICIDADE DE NOVOS NANOMATERIAIS ANTI-INCRUSTANTES
SOBRE O CORAL-SOL (Tubastraea coccinea).

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado ao
Instituto de Biociéncias — Campus de Rio Claro, da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho”, para obtengéo do grau de Ecéloga.

BANCA EXAMINADORA:

Prof. Dr. Denis Moledo de Souza Abessa (orientador)
Profa. Dra. Katia Cristina Cruz Capel (coorientador)
Prof. Dr. Milton Cezar Ribeiro (supervisor)

Profa. Dra. Kaline de Mello

Prof. Dr. Caio Cesar Ribeiro

Aprovado em: 02 de junho de 2023

”~ !
r I

Assinatura do discente Assinatura do(a) orientador(a)
Milton o
L'\\r\ Cezar it
‘ Ribeiro: e i

Rio Claro
2.12.14 20:19:47-0300'

12704118884 oo
Assinatura do(a) coorientador(a) Assinatura do(a) supervisor(a)



AGRADECIMENTOS

Agradeco a todos que participaram das experiéncias e aprendizados vividos
durante o desenvolvimento do trabalho.

Primeiramente aos meus pais, irmdo e irm&, por todo o amor, suporte, por
compreenderem meus sonhos e sempre acreditarem em mim. Da mesma maneira,
agradeco meus amigos que possuem um papel fundamental na minha formacdo como
pessoa durante a graduacdo, por dividirmos e compartilharmos momentos de
felicidade, angustia e medo ao longo desses quatro anos.

Ao Prof. Dr. Denis Abessa por ter sido um 6timo orientador, me ajudou em um
dos meus sonhos de trabalhar com o0 ambiente marinho e me receber em sua unidade
UNESP Campus Litoral Paulista e a Dra. Katia Capel pela orientacdo e as valiosas
contribuicbes para esse estudo, agradeco muito aos dois pela confianca e
oportunidade.

Aos alunos, mestrandos e doutorandos do laboratorio NEPEA em S&o Vicente,
gue mereceberam de bragos abertos com todo suporte e ajuda que eu precisava.

Aos programas de financiamento de pesquisa, do qual o presente trabalho foi
realizado com apoio do Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnologico — Brasil (CNPQq) - Bolsa para iniciacdo cientifica, PIBIC/PIBITI — Edital
PROPe UNESP num. 04/2021,a Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Séo
Paulo (FAPESP) — Processo 2020/03004- 0, e ao Instituto Chico Mendes de
Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio) e Centro de Biologia Marinha da
Universidade de Sao Paulo (CEBIMAR-USP).

Muito obrigada a todos.



RESUMO

Biocidas usados na composicdo de tintas anti-incrustantes para evitar o processo de
bioincrustagdo marinha podem sofrer lixiviagdo gradual e alguns podem ser persistentes
no ambiente marinho e causar efeitos ambientais perigosos para organismos ndo alvo.
Novas técnicas, como o encapsulamento em nanomateriais, tém sido desenvolvidas
com o proposito de controlar a velocidade de liberacéo e reduzir os efeitos toxicos deste
biocida. Neste estudo, além das formas livres (DCOIT e SiNC), foi utilizado o
encapsulamento em nanocapsulas mesoporosas de silica (SINC-DCOIT) e prata (SiNC-
DCOIT-Ag), que apontam ser opcOes benéficas e favoraveis ecologicamente, atenuando
0s impactos ambientais, sem comprometer sua eficacia para organismos de ambiente
temperado. O organismo alvo do estudo foi o coral- sol (Tubastraea coccinea). Esta
espécie é considerada invasora no litoral brasileiro e a utilizagdo da mesma serve como
alternativa para se estimar os riscos as espécies nativas. Desta forma, o estudo teve
como objetivo avaliar a toxicidade e efeitos de letalidade do biocida anti-incrustante
DCOIT e suas versdes nanoencapsuladas em organismos de T. coccinea e observar a
ocorréncia de efeitos sub letais aos animais. A coleta das colbnias foi feita no
Arquipélago de Alcatrazes, SP, Brasil e as col6nias foram expostas individualmente em
frascos de 500mL com diferentes concentra¢des das substancias, sendo, 3,33, 10, 33 e
100 pg L+ para o DCOIT livre; 500, 1000, 2000 e 4000 ug L+ para o SINC; e 74,1, 222,2,
666,7 e 2000 pug L+ para o SINC-DCOIT e SiNC-DCOIT-Ag, por um periodo de 96
horas, com aeracdo e temperatura constante de 23°C = 2°C e fotoperiodo natural (12h
claro, 12h escuro). Apo6s o tempo de exposi¢do, nenhum efeito letal foi observado, no
entanto, foi possivel observar alguns efeitos subletais, como o esqueleto calcario
aparente em praticamente todas as concentraces e réplicas, porém ausentes nos
controles, e a fragilizacdo e branqueamento do esqueleto nas concentra¢es mais altas.
A especie T. coccinea foi considerada pouco sensivel as substancias testadas. Essa
resisténcia pode indicar uma maior capacidade de proliferacdo da espécie, sendo
favorecida em substrato contento tintas anti-incrustantes, em detrimento das espécies
nativas.

Palavras-chaves: Tubastraea coccinea; Anti-incrustante; DCOIT; Nanoencapsulamento.



ABSTRACT

Biocides used in the composition of antifouling (AF) paints to avoid the marine
biofouling process can undergo gradual leaching and some can be persistent in the
marine environment and cause harmful environmental effects to non-target organisms.
New techniques, such as the use ofnanoengineered materials containing the AF compounds,
have been developed with the purpose of controlling the release rate and reducing the toxic
effects of the biocide. In this study, in additionto the free forms (DCOIT and SiNC),
encapsulation in mesoporous nanocapsules of silica (SINC-DCOIT), which was
considered an ecologically friendly alternative, and silver (SINC- DCOIT- Ag) was
used, which point to be beneficial and ecologically favorable options, mitigating
environmental impacts, without compromising it’s effectiveness for organisms of
temperate environment. The target organism of the study was the sun coral (Tubastraea
coccinea). This species is considered invasive on the Brazilian coast and can be an
alternative test organism to evaluate the risks to native species. Thus, the study aimed to
evaluate the toxicity and lethal effects of the AF biocide DCOIT, in its free and
nanoengineered forms, to T.coccinea colonies and to observe the occurance of sublethal
effects on animals. The colonies were collected in the Alcatrazes Archipelago, SP,
Brazil and them they were individually exposed in 500mL flasks with different
concentrations of the substances. Being 3.33, 10, 33 and100 pgL* for free DCOIT; 500,
1000, 2000 and 4000 pg L for SiNC; and 74.1, 222.2, 666.7 and 2000 pg L™ for SiNC-
DCOIT and SiINC-DCOIT-Ag, for a period of 96 hours, with aeration and constant
temperature of 23°C + 2°C and photoperiod natural (12h light, 12h dark). After the
exposure time, no lethal effect was observed, however, it was possible to observe some
sublethal effects, such as the limestone skeleton apparent in practically all
concentrations and replicas, but absent in controls, and the embrittlement and whitening
of the skeleton at higher concentrations. The T. coccinea species was considered little
sensitive to the tested substances. This resistance may indicate a greater capacity for
proliferation of the species, being favored insubstrates containing antifouling paints, to
the detriment of native species.

Keywords: Tubastraea coccinea; Antifouling; DCOIT; Nanoencapsulation.
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1 INTRODUCAO

Estruturas artificiais submersas a longo prazo sdo vulnerdveis ao fenbmeno
indesejado de bioincrustacdo marinha, representado pelo acimulo de algas, cracas,
mexilhdes e outros organismos bentonicos (DOS SANTOS et al.,, 2020; GABE;
GUERREIRO; SANDRINI, 2021), podendo favorecer também a bioinvaséo, como € o
caso reportado para o coral-sol (Tubastraea spp.) no litoral brasileiro. O processo de
bioinvasao resulta do transporte de organismos incrustados em embarcacdes, 0S quais
se estabelecem em regides que ndo seriam colonizadas por dispersdo natural, e que
comumente provocam impactos negativos, sejam eles ambientais, econdmicos ou
sociais. Em relagdo a inddstria naval, o atrito causado pelo aumento da rugosidade do
casco e do peso da embarcacdo, associados com a presenca de organismos
incrustrantes, reduz a eficiéncia operacional e aumenta os custos do transporte
maritimo, uma vez que exige maior poténcia do motor, maior frequéncia de
manuten¢do do casco e 0 maior consumo de combustivel, esse Gltimo resultando em um
aumento nas emissdes de gases do efeito estufa (ABREU et al., 2020; DOS SANTOS et
al., 2020; JESUS et al., 2021).

Para mitigar, ou minimamente gerenciar a bioincrustagdo, tintas anti-
incrustantes tém sido desenvolvidas englobando em sua composicdo a adicdo de
biocidas quimicos, sendo essastintas usadas no revestimento de cascos de embarcacoes,
plataformas de petrdleo, dutos e outras estruturas submersas (ABREU et al., 2020;
FONSECA et al., 2020). Contudo, esses biocidas estdo sujeitos a lixiviagdo gradual a
partir da superficie, e alguns podem ser persistentes no ambiente marinho e causar
efeitos ambientais perigosos para organismos nao alvo (WESTPHAL; FILLMANN,
2011; ABREU et al., 2020; CASTRO; GABE; GUERREIRO; SANDRINI, 2021;
JESUS et al., 2021).

Os biocidas anti-incrustantes considerados de primeira geracéo, 6xidos de cobre e
zinco, foram os primeiros a serem utilizados em tintas, em meados do século XX,
entretanto sua durabilidade e eficacia se restringia a apenas 1 ano apds sua aplicacao
(FERNANDEZ; PINHEIRO, 2007; CASTRO; WESTPHAL; FILLMANN, 2011).
Durante a segunda metade do século XX, tintas anti-incrustantes com biocidas a base
de compostos organo-estanicos (segunda geracao), principalmente o Tributil-Estanho
(TBT), foram amplamente utilizadas, porconta da sua durabilidade e eficacia de até 7
anos contra diversas espécies incrustantes (OMAE, 2005; CASTRO; WESTPHAL,;



FILLMANN, 2011; CAMPOS et al., 2021). No entanto, problemas relacionados
com as altas taxas de toxicidade em organismos ndo alvo, bioacumulacdo e a
persisténcia no ambiente comecaram a surgir e, em 2008, entrou em vigor, pela
Organizagdo Maritima Internacional (IMO, do inglés International Maritime
Organization), a proibicdo em escala global do uso desses compostos em tintas anti-
incrustantes, com o propdsito de reduzir ou eliminar os efeitos nocivos ao meio
ambiente marinho (apresentado em Londres, na Convencdo AFS 2001, do inglés
International Convention on the Control of Harmful Anti-Fouling Systems on Ships)
(GREAT BRITAIN, 2012).

A proibicdo favoreceu entdo a ascencdo e o uso de biocidas de terceira geracgéo,
como Diuron, Irgarol 1051 e o 4,5-dicloro-2-n-octil-4-isotiazolin-3-ona, ou DCOIT
(CHEN; LAN, 2017; DOS SANTOS et al., 2020), e estes novos compostos anti-
incrustantes deveriam cumprirtrés principais objetivos: a) dispor de rapida degradacao;
b) ser tdxico apenas para organismos-alvo; e ¢) dar origem a uma bioconcentracdo
minima (CIMA et al., 2013). O DCOIT, também conhecido como SeaNine, foi
reconhecido como uma possibilidade ambientalmente mais segura e foi autorizado para
uso pela Agéncia Europeia das Substancias Quimicas (ECHA, do inglés European
Chemicals Agency) e a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA,
do inglés United States Environmental Protection Agency), com fundamento em seu
baixo nivel de impacto ambiental (ABREU et al., 2020; DOS SANTOS et al., 2020). O
uso deste biocida foi indicado pois alguns trabalhos iniciais sugeriram menos danos ao
meio ambiente, principalmente devido a sua rapida degradacdo (<24h em &gua salgada
natural e <lhem sedimentos) (SHADE et al., 1993; FONSECA et al., 2020). Assim, 0o
DCOIT tem sido reportado como um dos principais biocidas na formulacdo de tintas
anti-incrustantes usadas emestruturas maritimas (ABREU et al., 2020; DOS SANTOS
et al., 2020).

No entanto, pelo aumento da frequéncia de uso, Chen; Lam (2017) afirmam que
0 DCOIT tem sido constantemente identificado em todo o mundo em areas de
atividades portuérias, em niveis capazes de ocasionar efeitos toxicos em organismos
aquaticos ndo-alvos mesmo com sua meia-vida curta, dado que sua degradacao depende
de fatores ambientais, comotemperatura e pH da agua e luz solar. A vista disso, novas
técnicas tém sido desenvolvidas como proposito de controlar a velocidade de liberacao
e reduzir os efeitos toxicos deste biocida, como o encapsulamento em nanomateriais,

capaz de reduzir a libera¢do do biocida na &gua, consequentemente reduzindo o nivel de
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impacto em espécies ndo alvo (JESUS et al., 2021).

Nanomateriais anti-incrustantes tém sido desenvolvidos recentemente utilizando
nanocapsulas mesoporosas de silica (SINC) (DOS SANTOS et al., 2020). A tecnologia
do encapsulamento traz a prevencdo da interacdo direta do biocida com os componentes
de revestimento e o controle de taxa de lixiviagdo, aumentando a vida util do
revestimento e reduzindo ameacas aos organismos ndo alvo (FIGUEIREDO et al.,
2019). Assim, foi desenvolvida uma nanoforma de DCOIT (SiNC-DCOIT) na qual o
composto estd encapsulado em nanocéapsulas de silica (Si). Uma outra forma foi
desenvolvida visando incrementar o efeito sobre o biofilme, na qual a nanocapsula de
Si foi impregnada com prata (Ag), tornando-se SINC-DCOIT-Ag (JESUS et al., 2021).
Pesquisas cientificas atuais (FIGUEIREDO et al., 2019; FIGUEIREDO; LOUREIRO;
MARTINS, 2020) compararam a eficicia da anti- incrustacdo e da toxicidade do
DCOIT nas formas livre e encapsuladas (DOS SANTOS et al., 2020) sobre organismos
de ambiente temperado, e observaram que a toxicidade do DCOIT, quando encapsulado
em SiNC, é reduzida em pelo menos 2 vezes, e na forma de SiNC-DCOIT- Ag, €
reduzida em 5 vezes. O efeito da prata livre também foi reduzido em pelo menos uma
ordem de magnitude em ambos os encapsulamentos SiNC-Ag e SiINC-DCOIT-Ag. Além
disso, para onze espécies marinhas diferentes de ambiente temperado, foi demonstrado
que SINC-DCOIT-Ag pode efetivamente reduzir o nivel toxico e o perigo do biocida
para as espécies, sem comprometer a eficacia do anti-incrustante (FIGUEIREDO et al.,
2019; FIGUEIREDO; LOUREIRO; MARTINS, 2020; JESUS et al., 2021). Estes
estudos sugeriram que o encapsulamento de DCOIT e Ag em SiNC aparenta ser uma
opcao benéfica e favoravel ecologicamente em aditivos modernos de materiais anti-
incrustantes, visando atenuar os impactos ambientais sem comprometer sua eficacia.
Entretanto, ha necessidade de realizacdo de estudos com mais espécies, sobretudo
aquelas de ambientes tropicais e subtropicais, ja que as informagbes disponiveis se
referem majoritariamente a espécies de ambientes temperados.

Tipicos de ambientes tropicais, 0s corais sdo animais marinhos sésseis que
possuem grande diversidade e importante funcdo ecoldgica, uma vez que servem de
alimento e abrigo para inumeros organismos. Infelizmente, esses animais tém sido
diretamente afetados por acdes humanas e pressdes ambientais que afetam o equilibrio
dos recifes de corais. O género Tubastraea compreende corais duros azooxantelados
(CARPES et al., 2020a), do qual as especies Tubastraea coccinea e T. tagusensis,

popularmente conhecidas como corais-sol, sdo frequentemente encontradas em
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ambientes recifais, particularmente em recifes rochosos, na costa brasileira. Ambas as
espécies sdo classificadas como exéticas e invasoras no Brasil, das quais colaboram
para enfraquecer e danificar as espécies nativas, se disseminando rapidamente ao longo
da costa brasileira, tendo sua distribuicdo conhecida do estado de Santa Catarina ao
Ceara, além de serem consideradas competidoras-agressivas (SANTOS; RIBEIRO;
CREED, 2013; PRECHT et al., 2014). Por outro lado, como o0 uso de espécies nativas
(muitas delas ameacadas de extin¢do) em estudos ecotoxicologicos pode aumentar as
ameacas a esses organismos, a utilizacdo de espécies invasoras para 0s ensaios pode
servir como alternativa para se estimar 0s riscos as espécies nativas. Isso é
especialmente importante para 0s corais brasileiros, que se encontram ameacados e
com muitas espécies marinhas, no geral, enquadradas em alguma categoria de risco
ambiental, devido a pesca excessiva e ilegal, a mineracdo, o turismo desordenado e as
mudancas climaticas (PAN Corais, 2016). De acordo com o Plano de Ac¢do Nacional
para a Conservacdo dos Ambientes Coralineos (PAN Corais), além dos corais, a
conservacao de espécies que utilizam o ambiente coralineo ao longo do seu ciclo de
vida para protecdo, alimentacdo ou reproducdo, sdo tdo importantes quanto. Dessa
forma, o PAN corais lista 52 espécies da fauna brasileira de diferentes grupos
taxondmicos ameagadas de extingdo, estando 7 na categoria de ameaga “Criticamente
em Perigo”, 5 como “Em Perigo” e 40 como “Vulneravel”, entre eles a raia-manta,
tubardo-lixa, tubardo-galhudo, meros, budibes, cavalos marinhos, estrelas do mar,
anémona-gigante, coral-vela e coral-cérebro-da-Bahia.

Assim, para se estudar os efeitos de novas substancias anti-incrustantes em
ambientes tropicais brasileiros, a utilizacdo do coral-sol (T. coccinea) tem-se mostrado
uma estratégia interessante, ja que sua coleta e uso em bioensaios ndo causam impactos
sobre os ambientes recifais nacionais, sendo, inclusive, estimulada a sua remocao desses
locais. Como exemplo douso de T. coccinea, Fukushima (2022) realizou um estudo
preliminar para avaliar a toxicidade aguda e os efeitos bioldgicos adversos de fracdes
soltveis de 6leo, provindo do derramamentoocorrido na regido Nordeste do Brasil, em
2019. Dessa forma, o presente estudo tem como objetivo avaliar a toxicidade e efeitos
de letalidade do biocida anti-incrustante DCOIT e suas versdes nanoencapsuladas em
organismos de T. coccinea e observar a ocorréncia de efeitos letais e sub letais aos

animais.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Organismo-teste

A espécie Tubastraea coccinea Lesson, 1829, popularmente conhecida como
coral-sol,é um coral da ordem Scleractinia, azooxantelado e hermafrodita, ou seja, uma
mesma coldnia produz gametas femininos e masculinos (DE PAULA; CREED, 2004;
PRECHT et al., 2014). Esta espécie é invasora no Brasil, registrada pela primeira vez
na década de 1980, incrustrada em plataformas de petroleo. Hoje, as duas espécies -
Tubastraea coccinea e T. tagusensis - s80 comumente observadas em ambientes
naturais do litoral brasileiro e em estruturas artificiais, como boias, pieres, plataformas
de gés e petroleo e em cascos de navios (CREED et al., 2017).Sua distribuicdo atinge
mais de 3.500 km da costa brasileira, nos litorais de Santa Catarina, SdoPaulo, Espirito
Santo e Bahia (CREED et al., 2017), Pernambuco, Alagoas, Paraiba, Rio Grande do
Norte e Ceard (BRAGA et al., 2021), além de outras localidades no mundo, como
Caribe e Golfo do México (CREED et al., 2017).

Diversos autores relatam razGes importantes para a rapida invasdo e
disseminacdo de T. coccinea: a. alta capacidade reprodutiva pode acelerar o
deslocamento de espécies nativas que possuem taxa reprodutiva inferior (DE PAULA;
DE OLIVEIRA PIRES; CREED, 2014); b. ocorréncia de multiplos eventos de invasdes
(CAPEL et al., 2017, 2019); c. maturidade reprodutiva precoce (GLYNN et al., 2008);
d. crescimento rapido e alta taxa de recrutamento (COSTA et al., 2014); e. notavel
capacidade regenerativa (CREED et al., 2017).

2.2 Amostragem

Aproximadamente 250 colbnias de T. coccinea foram coletadas no Reflgio de
Vida Silvestre do Arquipélago de Alcatrazes, SP, Brasil (Figura 1), no dia 17 de
novembro de 2021. As coletas foram realizadas por meio do mergulho autbnomo e com
0 uso de talhadeira e marreta. A coleta foi realizada por pesquisadores do Centro de
Biologia Marinha da Universidade de Sdo Paulo (CEBIMar-USP) durante operacdes de
remocdo do coral-sol realizadas pelos 6rgdos gestores (ICMBio). As coletas foram
autorizadas a partir da Licenga SISBIO n°® 79823-1.
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Figura 1. Mapa do ponto de coleta no Arquipélago de Alcatrazes, Sdo Paulo.
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Fonte: Google Earth (2022).

As coldnias foram mantidas, primeiramente, na base do CEBIMar-USP, com
fluxo constante de &4gua do mar e, em seguida transportadas para o laboratorio do
Nucleo de Estudossobre Poluicdo e Ecotoxicologia Aquatica (NEPEA), localizado no
Campus Litoral Paulista da Universidade Estadual Paulista "Julio de Mesquita Filho”
(Séo Vicente, SP). Os animais foramacondicionados em caixas de 60L transparentes
para periodo de aclimatacdo antes dos experimentos (Figura 2), sendo feita a troca
parcial da 4gua do mar para dgua do marreconstituida. Em laboratdrio, os organismos
permaneceram sob aeracdo continua e iluminacdoem fotoperiodo natural (12h claro /

12h escuro) durante 5 dias e temperatura de aproximadamente 23°C * 2°C.
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Figura 2. Colbnias de T. coccinea em aclimatacao antes do experimento

i E

Fonte: prébria 2022).

2.3 Compostos quimicos

No presente estudo, quatro compostos quimicos foram testados: a) biocidas
DCOIT e SINC, obtidos a partir da empresa Sigma-Aldrich (S&o Paulo, Brasil) e b)
nanomateriais de SINC impregnados com um ou dois biocidas (SINC-DCOIT e SiNC-
DCOIT-Ag), fornecidos pela empresa Smallmatek Lda (Aveiro, Portugal). Essa
empresa, em parceria com a Universidade de Aveiro, estd desenvolvendo diversos
nanomateriais, incluindo os utilizados no presente estudo, visando lan¢a-los no mercado
industrial como tintas anti-incrustantes de melhor desempenho ambiental e maior
efetividade na inibicdo da bioincrustacao.

As concentragfes usadas no ensaio foram preparadas a partir dos compostos
pesados em balanca de precisdo analitica e diluidas em &gua do mar reconstituida
imediatamente antes do inicio do experimento. Primeiramente, solugdes-estoque foram
preparadas para cada substancia, a partir da diluicdo em agua deionizada. Em seguida,
as solucdes-estoque foram sonicadas por 15 minutos, e feitas diluigdes seriadas em
agua do mar reconstituida, nas concentraces-teste, conforme indicado a seguir.

Os animais foram expostos as seguintes concentrages: 3,33, 10, 33 e 100 pg L+
para 0 DCOIT livre; 500, 1000, 2000 e 4000 ug L+ para o SiNC; e 74,1, 222,2, 666,7
e 2000 pg L+:para o SINC-DCOIT e SINC-DCOIT-Ag (Tabela 1), além dos controles
negativos (agua do mar reconstituida da marca Red Sea®). Estas faixas de concentracdes
foram escolhidas baseadas em dados de estudos ecotoxicolOgicos anteriores para
espécies marinhas de ambiente temperado (FIGUEIREDO et al., 2019).
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Tabela 1. Concentracdes das substancias utilizadas.

Substéncia Concentracdes

DCOIT 3,33ug/L
10pg/L
33ug/L
100ug/L

SiNC 500ug/L
1000pug/L
2000pg/L
4000pug/L

SiNC-DCOIT 74,1ug/L
222,2ug/L
666,7ug/L
2000pg/L

SiNC-DCOIT-Ag 74, 1pg/L
222,2ug/L
666,7ug/L
2000pg/L

Fonte: Dados da pesquisa — prépria (2022).



2.4 EXposicao

A 4gua do mar reconstituida foi preparada em baldes de 10L com agua doce,
dissolvendo 350 g de sal marinho em cada balde para atingir a salinidade ideal de 35 + 1,
medida com o auxilio de um refratbmetro e mantendo em aeracdo constante por no
minimo 30 minutos para eliminar o Cloro residual, que poderia interferir negativamente
sobre a saude dos corais.

Os testes de exposicdo foram realizados durante 96 h, em uma temperatura
constante de 23°C + 2°C, com fotoperiodo natural (12h claro, 12h escuro). Coldnias de
coral-sol foram individualmente e aleatoriamente acondicionadas em frascos
transparentes (500mL) de vidro com tampa, completados com 400mL das solugdes
teste e 4gua do mar reconstituida para o controle. Os experimentos foram mantidos sob
aeracdo constante individual. Foram preparadas trés réplicas de cada concentracao,
sendo quatro concentracfes diferentes para cada uma das quatro substancias, além dos
trés controles negativos, totalizando 51 colbnias e testes/frascos. Parametros fisico-
quimicos, como Oxigénio Dissolvido (OD), potencial Hidrogeniénico (pH) e
temperatura (T°C) foram medidos apds a montagem do experimento (inicio) e antes da
desmontagem (final). Apds as 96 h de exposicdo, as coldnias foram observadas para a
contagemdo numero de polipos mortos e também aqueles que sofreram alguma possivel

alteracdo do seuestado inicial, como fragilizacdo ou exposi¢do do esqueleto calcério.

2.5 Andlises Estatisticas

As analises de estimativa da concentracdo letal média (CL50) foram calculadas
por meiodo Software GraphPad Prism, Inc., através de um modelo de regressdo nao
linear com intervalode confianga a 95%.

Dados de normalidade e homocedasticidade foram verificados usando o Teste
de Shapiro-Wilks e o Teste de Bartlett, respectivamente. Diferencas entre os controles e
cada tratamento foram verificadas por meio da analise de variancia ANOVA (p < 0.05),
seguida do Teste Post Hoc de Dunnett, indicando a concentracdo de efeito néo

observado (CENO) e a concentracao de efeito observada (CEO).
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3 RESULTADOS

Os ensaios apresentaram 100% de sobrevivéncia dos organismos para o
tratamento controle e para a maioria das dilui¢cdes, sendo observados entre 1-5 polipos
esbranquicados em apenas duas das concentracdes, isto €, SINC em 4000ug/L e SiNC-
DCOIT-Ag em 2000ug/L. Sendo assim, para mortalidade ndo foi possivel calcular
CL50 e CEO-CENO para nenhum dos poluentes testados, assim como ndo houve
efeitos letais significativos em nenhuma concentragéo.

Efeitos subletais como a perda de tecido com a exposi¢éo aparente do esqueleto
calcario na porcdo septal de alguns pélipos foram observados em praticamente todas
as concentracOese réplicas, porém foram ausentes nos controles, e pode ser explicado
pelo estresse gerado durante a aclimatacdo e/ou experimento. Outro efeito subletal
observado exclusivamente nos organismos expostos as substancias foi a fragilidade do
esqueleto ao final do experimento nas concentraces mais altas, quando foram
observadas algumas colénias com polipos quebrados nas bordas e, também,
esbranquicados, sendo considerados mortos (Figura 3). Contudo, nenhum dos

resultados indicou diferencas significativas.

Figura 3. Efeitos observados ao final do experimento. (A) - Polipos quebrados e perda
tecidual na concentracdo100ug/L de DCOIT; (B) - Pélipos com presenca de algas e
esbranquicados na concentragdo 2000ug/L de SINC-DCOIT-Ag.

bl

Fonte: propria (2022).

Em relacdo aos efeitos subletais, ndo foram encontradas diferencas
significativas entre os tratamentos e os controles, no entanto, quando os dados séo
comparados de forma qualitativa, nota-se algumas tendéncias. Foi possivel observar que
os efeitos subletais de polipos quebrados e/ou mortos ocorreram apenas nas

concentracBes consideradas mais altas das substancias, ou seja, 100ug/L para DCOIT,
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4000ug/L para SINC, 666,7ug/L para SINC-DCOIT e 2000ug/L para SINC-DCOIT-
Ag (Tabela 2). Os dados brutos para todas as réplicas, assim como a
presenga/auséncia de algas nas bordas resultantes de estresse, podem ser observados no

Apéndice B (Apéndices).

Tabela 2. Efeitos letais e subletais observados, por concentragéo.

Tratamentos Concentracdes Perda tecidual Polipo Polipo
(% do total de guebrado morto
colonias/réplica) (quant.) (quant.)

Controle 1 0 * 0 0
Controle 2 0 * 0 0
Controle 3 0 * 0 0
DCOIT 3,33ug/L 100% 0 0
10ug/L 66% 0 0

33ug/L 100% 0 0

100ug/L 66% 2 0

SiNC 500ug/L 66% 0 0
1000ug/L 33% 1 0

2000pg/L 33% 0 0

4000pug/L 33% 2 1

SINC-DCOIT 74,1ug/L 100% 0 0
222,2ug/L 100% 0 0

666, 7u.g/L 33% 3 0

2000pg/L 33% 0 0

SiNC-DCOIT-Ag 74,1ug/L 100% 0 0
222,2ug/L 66% 1 0

666, 7ug/L 66% 0 0

2000ug/L 100% 2 5

* Para o Controle 1 e 2, as imagens sugerem que houve um comeco da perda tecidual em alguns po6lipos,
mas ndosignificativo para toda coldnia. Para o Controle 3, toda a coldnia aparenta estar saudavel, sem

nenhum efeito observado (Figura 4). Fonte: propria (2022).
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Figura 4. Efeitos observados para o tratamento controle ao final do experimento. (A) -
Controle 1; (B) -Controle 2; (C) - Controle 3.

Fonte: propria (2022).

Os parametros fisico-quimicos dos ensaios, aleatoriamente medidos em uma
réplica para cada concentracdo, no inicio e final do experimento, podem ser observados
no Apéndice A (Apéndices). Ao final, foi observado um padréo de aumento do pH e do
oxigénio dissolvido, comparando-se ao inicio do experimento, mas ainda assim
apresentaram-se dentro dos limites e faixa de tolerdncia aceitaveis para a espécie
(BROCKINTON et al., 2022).

4 DISCUSSAO

Considerando a rapida degradacdo do DCOIT, tornando-se pouco toxico, era
esperadoneste estudo uma baixa ou nenhuma mortalidade, mesmo que as concentracoes
sejam consideradas altas, uma vez que estdo em niveis da ordem de microgramas por
litro a miligramas por litro. Indicios de efeitos subletais foram, no geral, observados em
concentracfes mais altas, como SiNC livre (4000ug/L), SINC-DCOIT (666,7ug/L) e
SiNC-DCOIT-Ag (2000ug/L), porém, alguns dos efeitos subletais foram observados em
concentragfes mais baixas para o DCOIT livre (100ug/L). As substancias testadas no
presente estudo deveriam inibir e intoxicar organismos incrustantes, como o coral-sol e,
portanto, podem ndo ser totalmente efetivas contra essa espécie, a0 menos para
individuos adultos.

Os resultados obtidos neste experimento sugerem um padrdo relativamente
similar ao reportado cientificamente para outras espécies marinhas. Além disso,
sugerem que a espécie Tubastraea coccinea, como suspeitado, é tolerante a poluentes e
aos biocidas testados que sdo utilizados em tintas anti-incrustantes, uma vez que néo foi

observado letalidade em nenhum tratamento. A presenca dos efeitos subletais, mesmo



que minimos, ap6s 96h de exposicdo, sugerem a possibilidade dessas substancias
causarem efeitos significativos em periodos mais longos de exposi¢cdo, 0 que requer
novos estudos. Diversas pesquisas tém indicado que o nanoencapsulamento se mostra
uma estratégia ecologicamente correta para desenvolver e utilizar compostos anti-
incrustantes inovadores, reduzindo o risco ambiental sem comprometer sua eficacia.
Por exemplo, os estudos pioneiros de Figueiredo et al. (2017; 2019) com DCOIT
demonstraram que o biocida encapsulado em nanocépsulas de silica (SINC-DCOIT)
reduz a toxicidade do DCOIT para praticamente todas as espécies testadas. Os autores
também mostraram que o SiNC livre foi menos toxico do que as formas
nanoencapsuladas e, o DCOIT encapsulado com silica e prata (SINC-DCOIT-AQ)
apresentou-se menos toxico do que a forma livre, sugerindo uma lenta liberacdo dos
compostoscom agéo biocida (DCOIT e Ag). O SINC-DCOIT-Ag foi entdo considerado
pelos autores um candidato promissor para diminuir o impacto ambiental de biocidas
de terceira geracdo atualmente usados, sem comprometer sua eficacia anti-incrustante
(FIGUEIREDO et al.,2019). Em relacdo a eficécia, ainda nos estudos de Figueiredo et
al. (2017; 2019), SINC- DCOIT-Ag e SINC-DCOIT foram os dois biocidas que
demonstraram ter maior eficAcia como anti- incrustante para os organismos testados.
Ainda comprovando sobre eficacia, Dos Santos et al. (2020) demonstraram, pela
primeira vez, que no estagio de pré assentamento do mexilhdo (Perna perna), o SINC-
DCOIT apresentou uma melhor eficicia anti-incrustante quando comparado com a
forma livre do DCOIT.

Como demonstrado acima, diversas espécies marinhas de ambiente temperado ja
foramtestadas e sdo seriamente afetadas por poluentes, inclusive os compostos usados
neste estudo. No entanto, diferentemente das espécies estudadas até o momento, o
coral-sol faz jus as caracteristicas de espécie invasora, sendo tolerante a agentes
geralmente estressores para outras espécies marinhas, como os biocidas das tintas anti-
incrustantes testados nesta investigacdo. Biocidas anti-incrustantes frequentemente
estdo presentes nas superficies de embarcagdes ou plataformas artificiais inseridas no
oceano, e que sdo justamente utilizadas como sistemas de protecdo, com a finalidade de
combater a formagdo e o estabelecimento de comunidades bioincrustantes. E possivel
que essa resisténcia facilite o estabelecimento do coral-sol em substratos artificiais,
contribuindo para de T. coccinea se dispersar e colonizar novos locais. No entanto,
novos estudos devem ser realizados com a espécie, especialmente com esporos e

formas larvais, visando avaliar em detalhe como a espécie é afetada por poluentes e se a
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presenca de contaminantes de fato exerce um fator positivo para sua dispersdo no
ambiente marinho e colabora com a introducdo ndo intencional de espécies exdticas em
ambientes aquaticos.

Como apontado, os organismos marinhos podem ser vulneraveis aos biocidas
anti-incrustantes, sendo recomendada a substituicdo por alternativas ecologicamente
corretas, comoo nanoencapsulamento (CAMPOS et al., 2021). Apesar disso, além da
preocupacao com as embarcacdes e plataformas ja instaladas, também se faz importante
as avaliagdes de analises de riscos e estudos ambientais rigorosos antes das instalaces
de novas plataformas e ao descomissionamento de plataformas desativadas, por
exemplo. Braga et al. (2021), apontam que o abandono das plataformas fixas de aco
desativadas no estado do Ceard — ao invés da retirada com protocolos ecologicamente
corretos — pode acarretar na expansao da bioinvasdo de Tubastraea spp. para a costa
norte do litoral brasileiro.
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5 CONCLUSAO

Como observado, o DCOIT nas formas livre e nanoestruturadas, ndo causaram
efeitos letais significativos sobre o coral sol, mesmo em altas concentra¢fes. Em relacéo
aos endpoints subletais, também ndo houve efeitos significativos, embora nas
concentra¢Bes mais altas algumas col6nias tenham exibido efeitos adversos ap6s 96h de
exposicdo. Deste modo, a espécie parece ser tolerante aos biocidas testados, ao menos
em exposicdes de curto prazo, o que pode conferir uma maior capacidade de disperséo
a partir de estruturas submersas, incluindo aquelas revestidas com tintas anti-

incrustantes.
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APENDICE A - Parametros fisico-quimicos medidos no inicio e final do experimento,

em réplicas escolhidas aleatoriamente.

Tratamento Concentragdo Réplica pH T(°C) OD (%)
(ug/L) (n°) inicial ~ final inicial  final inicial  final

Controle - 1 7,799 7,90 | 235 23,2 79,7 88,7
- 2 7,79 797 | 235 23,2 80,1 878

- 3 7,74 789 | 235 23,2 79,3 87,0

DCOIT 3,33 1 766 7,96 | 237 22,7 83,3 89,2
10 1 75 7,82 | 237 231 779 934

33 3 757 7,69 | 238 22,8 83,8 943

100 3 765 7,99 | 240 23,2 80,1 976

SiNC 500 1 792 797 | 244 23,8 91,7 975
1000 1 794 801 | 235 23,2 83,8 944

2000 2 797 803 | 241 23,3 89,6 944

4000 1 782 7,98 | 2472 23,3 839 919

SiNC-DCOIT 74,1 1 761 7,90 | 239 23,8 755 86,1
222,2 2 783 7,85 | 234 23,6 81,1 88,0

666,7 1 7,76 7,89 | 241 23,7 835 838

2000 1 788 7,98 | 23,6 23,8 845 926

SINC-DCOIT- 74,1 1 786 7,99 | 233 23,5 87,7 884
Ag 222,2 3 788 7,99 | 233 23,3 820 874
666,7 2 781 8,02 | 234 23,5 819 891

2000 3 788 7,99 | 234 23,4 855 887




APENDICE B - Dados brutos para todas as réplicas do experimento.

Tratamento Concentragdo Réplica  Total de Perda  Algas nas bordas

pélipos  tecidual Presente/

/pdlipo Ausente

(Mg/L) (n°) (n°) (quant.)

Controle - 1 19 3 Ausente
- 2 17 6 Presente

- 3 14 0 Presente

DCOIT 3,33 1 14 1 Ausente
2 17 7 Presente

3 15 3 Presente

10 1 13 6 Presente

2 15 3 Presente

3 16 6 Ausente

33 1 13 2 Ausente

2 12 3 Presente

3 12 5 Presente

100 1 13 3 Presente

2 20 3 Ausente

3 11 5 Presente

SiNC 500 1 8 0 Ausente
2 17 0 Ausente

3 12 0 Ausente

1000 1 9 0 Ausente

2 12 0 Ausente

3 13 0 Ausente

2000 1 10 0 Ausente

2 7 0 Ausente

3 11 0 Ausente

4000 1 11 0 Ausente

2 14 0 Ausente

3 12 0 Ausente

SINC-DCOIT 74,1 1 13 2 Presente
2 18 3 Presente

3 15 3 Ausente

222,2 1 15 7 Presente

2 15 8 Presente

3 11 6 Presente

666,7 1 10 2 Ausente

2 12 0 Ausente

3 11 0 Ausente

2000 1 9 0 Ausente

2 8 0 Ausente

3 10 1 Ausente

SiINC-DCOIT-Ag 74,1 1 16 4 Presente
2 19 8 Presente

3 21 6 Presente

222,2 1 15 6 Presente

2 13 8 Presente

3 14 1 Ausente
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