UNIVERSIDADE FEDERAL FLUMINENSE

INSTITUTO DE GEOCIENCIAS
DEPARTAMENTO DE GEOLOGIA E GEOFISICA/LAGEMAR

POS-GRADUACAO EM DINAMICA DOS OCEANOS E DA TERRA

AVALIACAO ECOTOXICOLOGICA E ANTI-INCRUSTANTE DE UM
GLICEROFOSFOLIPIDIO SINTETICO ANALAGO AO ENCONTRADO EM
ESPONJAS MARINHAS



UNIVERSIDADE FEDERAL FLUMINENSE
INSTITUTO DE GEOCIENCIAS
DEPARTAMENTO DE GEOLOGIA E GEOFISICA/LAGEMAR

POS-GRADUACAO EM DINAMICA DOS OCEANOS E DA TERRA

Avaliacao ecotoxicoldgica e anti-incrustante de um glicerofosfolipidio sintético
anélogo ao encontrado em esponjas marinhas

RAFAELA DOS SANTOS COSTA

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pds-graduacdo Dindmica dos Oceanos e da
Terra, como parte dos requisitos para a
obtencdo do grau em Mestre. Area de
Concentracdo: Ecologia Marinha.

Orientador: Dr.Ricardo Coutinho

Co-orientadora: Dr2. Daniela Batista

NITEROI

2016



C834

Costa, Rafaela dos Santos
Avaliacdo ecotoxicoldgica e anti-incrustante de um
glicerofosfolipidio sintético andlogo ao encontrado em esponjas

marinhas / Rafaela dos Santos Costa. — Niter6i : [s.n.], 2016.
90 f.

Dissertacdo (Mestrado em Dindmica dos Oceanos e da Terra) —
Universidade Federal Fluminense, 2016.

1.Biotecnologia marinha. 2.Biocida. 3.Tintas antiincrustantes.
4.Toxicidade. I.Titulo.

CDD 660.6




Avaliagiio ecotoxicolbgica e anti-incrustante de um glicerofosfolipidio sintético
analogo ao encontrado em esponjas marinhas

RAFAELA DOS SANTOS COSTA

Dissertagdo apresentada ao Programa de
Pos-graduagdo Dindmica dos Oceanos e da
Terra, como parte dos requisitos para a
obtengdo do grau em Mestre. Area de
Concentragdo: Ecologia Marinha.

BANCA EXAMINADORA

/ Dr. Ricardo Coutinho

Dra. Damela Batista

Q Mm il

Dr Jose Antomohapn ta Neto

\DV.‘R@\Carreira

éurm vo  (Uagdy

Dra. Luciana Altvater (Suplente)

NITEROI

2016



AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer, primeiramente a Deus, por sempre me amparar nos momentos
mais dificeis da minha vida e me dar forcas para continuar a minha caminhada.
Também agradeco a Deus, pela criacdo dos organismos marinhos e que, gracas a Ele,
foi possivel realizar esse estudo.

A CAPES pela concessdo da bolsa de mestrado.

Aos membros da Banca.

Ao Programa de P6s-Graduacdo Dindmica dos Oceanos e da Terra.

Ao meu orientador Dr. Ricardo Coutinho, por me aceitar ser sua aluna de pds-
graduacdo, por todo o apoio, orientacdo, oportunidades, ensinamentos e pela motivacao.
A minha co-orientadora Dra. Daniela Batista por toda a paciéncia, apoio, ajuda,
supervisdo em diferentes fases desse trabalho e pelas correces criteriosas.

A todos da equipe da Divisdo de Biotecnologia Marinha , que participaram direta ou
indiretamente desse trabalho.

Agradeco, especialmente, as minhas amigas, Carolina Terra, Ellen Oliveira e Ana
Polycarpa pelo auxilio nos diferentes experimentos realizados.

A Juliana Ferrari que sempre esteve disponivel em me ajudar nas coletas de craca,
auxiliar nos experimentos e me deu varias dicas de desenho amostral.

Aos meus amigos Marcio Abreu e Fabian, por auxiliarem em diferentes coletas.

A Luciana Britto e Luciana Altvater, pelas varias dicas que foram dadas.

Aos meus queridos amigos, Glauce Galeazzi, Thamiyres Pessoa, Jurema Quintanilha e
José Eduardo, por todo o incentivo nessa jornada.

Ao meu amigo Julio Cesar Quintanilha, pelo auxilio em quimica.

A Lais Lima, Priscila Aratjo e Alexandre Kassuga por compartilharem seus
conhecimentos em estatistica.

A gringa Gabriela Perna, pelo auxilio com inglés.

A Dra. Elizabeth, pela assisténcia durante os experimentos com ourico.

Ao Comandante William Romao, por todo o auxilio e ensinamento na parte quimica
desse trabalho.

A Dagles, por me auxiliar com a preparacdo das soluc¢des quimicas.

Ao Dr. Sergey Dobretsov, por compartilhar seus conhecimentos sobre alguns

experimentos realizados, pelo auxilio em estatistica e pela amizade.



Aos meus amigos do grupo de acustica submarina, José Tadeu Braum, Nonato, Felipe e
Bruna Braum, pela amizade e apoio ao longo desses anos.

Aos meus pais Odilon Costa e Claudia Meirelles e meus irmdos Gabriela Costa e Rafael
Costa, aos quais amo muito, pelo carinho, paciéncia, por sempre me incentivar a estudar
e nunca desistir dos meus sonhos.

Ao meu noivo Christian Viana, pelo companheirismo, paciéncia e amor. Também quero
agradecer pelo abrigo no Rio durante as disciplinas.

As minhas madrinhas, Anna Fernanda e Thamires Ferreira, pela amizade e apoio
durante esse processo. A Thamires, também gostaria de agradecer pelo abrigo em sua
casa durante as disciplinas.

Ao professor Marcos Fernandez, por compartilhar seus conhecimentos em
ecotoxicologia.

As minhas amigas “meninas venenosas”, Gabrielle Quadra e Helena Souza, pela

amizade e troca de informag0es sobre ecotoxicologia.

Vi



“Ndo se entregue e ndo deixe a maré te levar...”

Nx Zero

vii



RESUMO GERAL

Com a proposta de inser¢cdo no mercado de tintas anti-incrustantes, um novo composto,
denominado “1-hidroxi-2-O-acil-sn-glicero-3-fosfocolina’sintetizado a partir da lecitina
de soja foi recentemente patenteado devido a sua eficiéncia em inibir a incrustacdo quando
testado em campo e laboratério. No entanto, ndo foram realizados experimentos
ecotoxicoldgicos para avaliar possiveis efeitos negativos do biocida em invertebrados
marinho. Logo,o0 presente estudo tem como objetivo avaliar a toxicidade e atividade anti-
incrustante do composto “1-hidroxi-2-O-acil-sn-glicero-3-fosfocolina” em larvas de
diferentes invertebrados marinhos com a finalidade de fornecer subsidios para o seu uso
como biocida auxiliar. Esta dissertacdo estd organizada em trés capitulos. O primeiro
teve como objetivo avaliar a toxicidade (mortalidade) e a a¢do anti-incrustante do
composto “1-hidroxi-2-O-acil-sn-glicero-3-fosfocolina” em larvas do briozoario Bugula
neritina e em dois estagios larvais da craca Amphibalanus amphitrite. As concentraces
100 e 50 pg.mL™ do composto testado foram tdxicas para as larvas de B.neritina e
A.amphitrite. As demais concentragdes do composto (10; 5; 0.5; 0.05 pg.mL™) ndo
apresentaram toxicidade para B.neritina e para o estagio nauplio Il e cipris de
A.amphitrite. Foi observada uma inibicdo no assentamento larvar de B.neritina nas
concentracdes 10 e 5 pg.mL™, porém, esse efeito ndo foi registrado para as cipris em
nenhuma das concentracfes testadas. O composto apresentou eficacia na inibicdo do
assentamento larvar e pode ser uma alternativa potencial para ser usado como biocida
acessorio em tintas anti-incrustantes. A segunda parte avaliou o efeito desse composto
no desenvolvimento embriolarval de uma espécie nédo alvo de ourigo do mar, Lytechinus
variegatus. Foi observada méa formacéo das larvas e retardo no desenvolvimento larvar
de L.variegatus nas concentragdes 100 e 50 pg.mL™ do composto testado, assim como
no controle positivo (solventes). Porém, ndo foram observados efeitos toxicos nas
demais concentracdes (10; 5;0.5:0.05 pug.mL™). Os resultados obtidos nesse capitulo
mostram que essa substancia testada € menos tdxica para o desenvolvimento
embriolarval de L.variegatus quando comparado ao cobre, substancia muito utilizada
como biocida principal em tintas anti-incrustantes. A terceira parte avaliou o potencial
do composto como ferramenta natural de controle quimico para do coral ndo nativo
Tubastraea coccinea. Foi observada toxicidade para as larvas desse coral invasor nas
concentracdes mais elevadas (100 pg.mL™ e 50 ug.mL™). Esse composto sintético pode
ser uma alternativa como ferramenta de controle dessa espécie, ja que as tintas anti-
incrustantes apresentam eficacia limitada, no controle de T.coccinea em estruturas
artificiais. Os dados obtidos no presente estudo poderéo subsidiar a utilizagdo dessa
substancia como um biocida acessorio em tintas anti-incrustantes.

Palavras-chave: Composto “1-hidroxi-2-O-acil-sn-glicero-3-fosfocolina”; Toxicidade;
Amphibalamus amphitrite; Lytechinus variegatus; Tubastraea coccinea, Bugula

neritina; Anti-incrustante.
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ABSTRACT

With the insertion proposal for in anti fouling paint market, a new compound,
denominated "1-hydroxy-2-O-acyl-sn-glycero-3-phosphocholine” synthesized from
soybean lecithin was recently patented due to their efficiency to inhibit fouling when
tested in laboratory and field. However, were not performed ecotoxicological
experiments to evaluate possible negative effects of biocide in marine invertebrates.
Thus, the present study aims to assess the toxicity and antifouling activity of the
compound "1-hydroxy-2-O-acyl-sn-glycero-3-phosphocholine™ larvae of different
marine invertebrates in order to provide subsidies to your use as a booster biocide. This
dissertation is organized into three parts. The first aimed to evaluate the toxicity
(mortality) and the action of the antifouling compound "1-hydroxy-2-O-acyl-sn-
glycero-3-phosphocholine™ on bryozoan larvae Bugula neritina and two larval stages of
the barnacle Amphibalanus amphitrite. At 100 and 50 pg.mL-1 the compound was
found to be toxic to B.neritina and A.amphitrite larvae. The other concentrations (10; 5;
0.5; 0:05 pg.mL-1) showed no toxic effect on B.neritina and the nauplii stage Il and
cypris of A.amphitrite. At 10 and 5 pg.mL™ there was inhibition of larval settlement of
B.neritina, however, this effect was not observed for the cypris in any of the tested
concentrations. The compound showed efficacy in inhibiting larval proving to be a
potential booster biocide alternative for use in antifouling paints. Part two assessed the
effect of this compound on the embriolarval development of a non target species, the
sea urchin Lytechinus variegatus. Malformations and delayed development was
observed in L.variegatus larvae at 100 and 50 ug.mL™ as well to the positive (solvents).
However, toxic effects were not observed in the other concentrations (10; 5; 0.5; 0:05
ng.mL™). The results obtained in this chapter show that the test substance is less toxic to
the developing L.variegatus embriolarval in comparison to copper, a compound which
is often the main biocide in antifouling paints. Part three assessed the potential of the
natural compound as chemical control tool to control the larvae of the non-native coral
Tubastraea coccinea. Toxic effects on the coral larvae were observed at the highest
concentrations (100 and 50 pg.mL-1). This synthetic compound may be used as an
alternative control tool, as many antifouling paints have limited effectiveness in the
control of T.coccinea on artificial structures. The result obtained in this study may be
used to justify the use of the substance as a booster biocide in antifouling paints.

Keywords: Compound "1-hydroxy-2-O-acyl-sn-glycero-3-phosphocholine”; Toxicity;
Amphibalanus amphitrite; Lytechinus variegatus; Tubastraea coccinea, Bugula

neritina; Antifouling.
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I. INTRODUCAO GERAL

Essa dissertacdo € o resultado de um trabalho que foca a utilizacdo de um
composto sintético analogo ao encontrado em esponjas marinhas. O presente trabalho
estd dividido em trés capitulos, que tem como finalidade a inclusdo do composto “1-
hidroxi-2-O-acil-sn-glicero-3-fosfocolina” para seu uso como biocida auxiliar. Para
alcancar esse objetivo testes de toxicidade e anti-incrustante foram realizados com
diferentes organismos marinhos.

Em seguida algumas consideracfes sobre a temaética proposta, objetivos,
hipoteses e os capitulos correspondentes. Por fim, apresento as principais concluses
deste estudo e as perspectivas futuras.

Impactos ecoldgicos e econdémicos causados pela bioincrustacdo marinha

A bioincrustacdo marinha é resultante do estabelecimento de micro e macro
organismos marinhos em substratos naturais (tais como rochas, madeira, outros
organismos, etc.) ou artificiais (cais, plataformas, cascos de navios, boias, cabos, etc)
(Martins & Vargas, 2013) expostos a agua do mar (Cao et al., 2011). No inicio do
processo de bioincrustacdo os microrganismos secretam uma substancia extracelular
polimérica (EPS) que envolve e ancora 0s mesmos ao substrato, dando inicio ao
processo de formacao do biofilme, que por meio da alteracdo da composi¢do quimica do
local, atrai e estimula o crescimento e estabelecimento de outros macroorganismos
(Chambers et al., 2007). A ades@o de organismos em substratos como 0s cascos de
embarcacGes podem gerar diferentes danos para o ambiente, tais como, introducdo de
espécies exoticas (Santos & Lamonica, 2008).

Algumas espécies exoticas oriundas da bioincrustacdo se estabelecem
normalmente fora de sua distribuicdo geografica (Carlton, 2001). Essas espécies em
geral possuem vantagens competitivas em relagdo a espécies nativas, como por
exemplo, a auséncia de predadores e maior habilidade de sobreviver e reproduzir em
ambientes degradados, como regides portuarias (Gollasch, 2002). Atualmente, na costa
do Brasil, existem variados relatos sobre a introducdo de espécies marinhas bentonicas,
na maioria dos casos, mostrando um forte indicio de introducéo via bioincrustagcdo ou
por agua de lastro (MMA, 2009).
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Adicionalmente, a bioincrustacdo em cascos dos navios causa problemas
econdmicos relacionados a inddstria naval, jA& que pode produzir rugosidade que
aumenta o fluxo turbulento, o ruido acustico e o arraste da embarcacdo (Daros, 2014),
que pode aumentar o consumo de combustivel em até 40% (Chapman et al., 2014). Ha
ainda o aumento na frequéncia da docagem para a remoc¢édo dos organismos incrustados
e novas pinturas do navio (Schultz et al., 2011).

O assentamento indesejavel de invertebrados marinhos bentdnicos em cascos de
navio € um problema antigo e muitas substancias ja foram testadas como tinta anti-
incrustante. Os “biocidas” sdo substancias quimicas com base organica e inorganica que
tem como finalidade inibir a aderéncia de micro e macro-organismos marinhos em
substratos artificiais (Guardiola et al., 2012). Historicamente, misturas com 0leo de
baleia e chumbos foram os primeiros a serem utilizados como biocidas em cascos de
embarcacOes feitas de madeiras (Dafforn et al., 2011). Porém, com a evolucdo das
embarcagdes com revestimentos metalicos, novos biocidas foram testados no mercado
(Castro et al., 2011). As tintas anti-incrustantes a base de 6xido de cobre e zinco foram
usadas no século XX dentro da regulamentacdo mundial e foram denominadas como de
“primeira geracdo”. Entretanto, estudos posteriores comprovaram que essas tintas eram
pouco eficientes e com baixa durabilidade (Yebra et al., 2004). Assim, em 1961 foram
desenvolvidas as primeiras tintas com base em organoestanicos. Essas tintas ficaram
denominadas como de “segunda geracdo”, tendo como base o tribultiestanho (TBT) e
trifenilestanho (TPT). Esses organoestanicos foram aplicados na inddstria de tintas ja
que o tribultiestanho apresentava uma alta eficiéncia e durabilidade, além de apresentar
bons resultados quando comparado ao cobre (Godoi et al., 2003). Porém, esse composto
comecgou a apresentar inumeros problemas devido a sua elevada toxicidade. O TBT ¢
persistente no ambiente e também apresenta uma alta toxicidade para organismos que
ndo sdo incrustantes, descritos como organismos ndo-alvo (Hoch, 2001; Lima et al.,
2006). O “imposex” em gastropodes € o efeito toxico mais conhecido causado pelo TBT
(Lima Verde et al., 2007). O efeito € caracterizado pelo surgimento de estruturas
sexuais masculinas em fémeas, que € irreversivel e provoca a esterilizacdo dos animais,
podendo até exterminar populacfes de espécies mais sensiveis (Fernandez et al., 2005).
Por apresentar efeitos toxicos nos organismos, o uso do TBT foi banido pela
Organizacdo Maritima Internacional- IMO em 2003 e o prazo limite para os paises
encerrarem a sua utilizacdo foi até 2008 (Hellio, 2010). No Brasil, a Marinha suspendeu
0 uso das tintas a base de TBT nos navios em 2003 (Toste et al., 2011), sendo criadas,
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posteriormente, as Normas da Autoridade Maritima para o controle de Sistemas
Antiincrustantes em Embarcagdes (NORMAM-23, 2007).

Atualmente, 20 diferentes compostos estdo homolados pelo IMO para 0 uso
como biocidas aditivos em tintas que empregam o cobre como principal substancia em
sua composicdo (Takahashi, 2009). Estes biocidas aditivos sdo compostos organicos
ndo-metalicos, organometélicos e substancias inorganicas que, em alguns casos, podem
ser usados de forma simultanea (Castro et al., 2011). Estes novos biocidas foram
classificados como de “3° geracdo”. Os biocidas aditivos mais usados sdo Irgarol,
Diuron, Sea-Nine 211, Clorotalonil, Diclofluanida, Zinco piritiona e Cobre piritiona
(Thomas et al., 2001; Konstantinou & Albanis, 2004). A contaminacao desses biocidas
também é frequentemente detectada nas &reas com forte atividade naval, porém, os seus
efeitos no ambiente sdo pouco conhecidos (Wang et al., 2011). Desta forma, esses

compostos ainda sdo potencialmente danosos ao meio ambiente.

Ensaios toxicoldgicos para novas substancias

Os efeitos causados pelas substancias quimicas no ambiente tém sido avaliados
através de ensaios ecotoxicologicos (Akaishi, 2003). A partir de ensaios
ecotoxicoldgicos é possivel estabelecer os limites maximos da concentracdo da
substancia que seja ndo danosa ao meio ambiente auxiliando, assim, na tomada de
decisdes politicas (Zagatto & Bertoletti, 2008). Os testes de toxicidade sdo realizados
sob condicBes experimentais especificas e controlados, que permitem expor 0s
organismos-testes a diferentes concentracfes para avaliacdo dos efeitos (Costa et al.,
2008). A mortalidade, imobilidade e alteracdes fisiologicas durante o desenvolvimento
dos organismos sdo exemplos de efeitos negativos causados por substancias toxicas
(Bao et al., 2011; Fernandez-Alba et al., 2012).

Os testes de toxicidade podem ser classificados em agudos e cronicos de acordo
com o tempo de exposicdo ao composto. Os testes de toxicidade aguda avaliam os
efeitos de substancias em um curto periodo de tempo que pode variar de 0 até 96 horas
(Rand & Petrocelli, 1985). Geralmente os efeitos observados para esses experimentos é
letalidade ou imobilidade. Os resultados desses testes sdo expressos em valores de CLsy,
indicando qual a concentracdo causa efeito deletério para 50% dos organismos testados

(Costa et al.,2008). Ja os testes de toxicidade cronica avaliam os efeitos de um agente
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quimico causando alteracGes fisioldgicas ou comportamentais (Zagatto & Bertoletti,
2008). A toxicidade cronica esta relacionada com o efeito de uma substéncia através de
periodos prolongados sob exposicdo de doses subletais que causam alteragdes nos
organismos testados (Schvartsman, 1991). Essas alteracfes podem aparecer em parte ou
durante todo o ciclo de vida da espécie. Geralmente os testes de toxicidade cronica
utilizam os estidgios mais sensiveis dos organismos- teste como embrides e larvas
(Borrely, 2001). Nesses ensaios os valores sdo indicados em CEsy que gera efeitos a
50% dos organismos testados em um determinado periodo de tempo (CETESB, 1990).
De acordo com o Regulamento da Comissdo Europeia, 0s novos biocidas precisam
prever os seus impactos sobre a biodiversidade através de ensaios toxicol6gicos antes de
serem comercializados no mercado de tintas (UE, 2012).

Compostos naturais como alternativas “ecologicamente corretas” para tintas anti-

incrustantes

Como alternativa para essa problematica da toxicidade dos biocidas utilizados
atualmente, compostos naturais estdo sendo testados para a incorporagdo em tintas anti-
incrustantes (Castro et al., 2011).Acredita-se que por serem naturais ndo teriam um
efeito danoso as espécies ndo alvos e ao meio ambiente de uma forma geral. Porém, €
extremamente necessaria a realizacdo de ensaios toxicoldégicos mesmo com compostos
de origem natural, para obter uma melhor avaliagdo do potencial de periculosidade
destas substancias (Perina, 2009), visto que os testes auxiliam na prevenc¢do de possiveis
consequéncias ecoldgicas antes da liberacdo de uma substancia quimica no ambiente
(Wu et al., 1997).Muitos organismos sésseis desenvolvem-se livres da incrustacdo por
outros organismos devido a producdo de metabdlitos secundarios, e por este motivo
esses organismos tém sido testados como potencial anti-incrustante (Fusetani, 2011).
Contudo, dois aspectos ainda restringem o possivel uso de compostos naturais em tintas
anti-incrustantes: a dificuldade da obtencdo das substancias em grande quantidade e a
auséncia de testes ecotoxicologicos com organismos alvo e nao-alvo (Clare, 1996; Qian,
2015). Por exemplo, Da Gama et al., (2002; 2003) mostrou que o elatol, um composto
de origem natural oriundo da macroalga Laurencia obtusa (Hudson) J.V. Lamouroux,
1813 apresentou significativa acdo anti-incrustante no ambiente natural e em

laboratdrio. Porém, a sua aplicacdo em larga escala ainda é inviavel devido a quantidade
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de biomassa elevada que seria necessaria para obter esse composto em escala comercial.
Uma das alternativas para contornar esse problema é a sintese de compostos anélogos

aos encontrados nos organismos.

A origem do composto “1-hidroxi-2-O-acil-sn-glicero-3-fosfocolina” usado no

presente estudo

O Fator de Ativacdo de plaquetas ou Platelet Activating Factor é um
glicerofosfolipidio (PAF ou Lyso-PAF) mediador bioativo, participando de funces
celulares, assim como patologia celular (Bazan, 1994). O PAF que identifica
primeiramente a defesa molecular envolvendo processos patoldgicos, como reacoes
inflamatorias (Vadas et al., 2008).

As esponjas marinhas se destacam dentre os invertebrados marinhos com
potencial aplicacdo em tintas antiincrustantes, tendo em vista o seu alto potencial de
defesa quimica (Tsoukatou et al., 2007). As esponjas sdo desprovidas de defesas fisicas
e, com isso, geralmente produzem centenas de compostos quimicos que sdo amplamente
explorados como fontes de compostos bioativos (Perdicaris et al., 2013). Alguns
estudos mostram que extratos organicos de esponjas marinhas contém uma alta
proporcdo de lipidios que podem contribuir para bioatividade desses organismos
(Dembitsky et al., 2003).

O PAF e Lyso-PAF estdo presentes em animais e vegetais marinhos e terrestres
(Singh et al., 2013; Nishikawa et al., 2015). Tem sido proposto o uso de PAF extraidos
de esponjas marinhas como alternativa para biocida (Butler et al. 1996). O uso dessa
substancia como biocida tem como principio o possivel desencadeamento de uma
reacao antagonica ou inflamatoria nas celulas dos organismos incrustantes quando estao
em contato com tal composto (Prescott et al., 1990). Assim, 0 que se espera é que 0
composto difundido no biofilme possa agir ocasionando o rompimento ou mau
funcionamento da membrana celular.

Butler et al. (1996) foram os primeiros a verificar a eficiéncia de Lyso-PAF
extraidos da esponja marinha Crella incrustans como eficientes inibidores do
assentamento larvar do briozoario Bugula neritina. Dentro desse contexto, Batista et al.
(2015a) extrairam PAF das esponjas marinhas - Aplysina fulva, Amphimedon viridis,

Arenosclera brasiliensis, Darwinella sp. e Geodia corticostylifera - para aplicagdo
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dessa substancia como um biocida natural com a finalidade de produzir um composto
anélogo sintético. Porém, conclui-se que a extracdo dos compostos é inviavel devido a
demanda de biomassa necesséria para a produgdo do biocida natural, j& que 1kg de
esponjas rende apenas 2 mg de substancia que poderia ser aplicada como um biocida
(Batista, 2012). Como alternativa, foram conduzidas extracGes dessa mesma substancia
(PAF), porém tendo como matéria-prima lecitina de soja comercial (Batista, 2012) uma
matéria-prima abundante e de baixo custo. Além disso, a lecitina de soja é um complexo
de mistura que envolve diferentes tipos de fosfolipidios (Patil et al., 2010)

Experimentos realizados em laboratorio demonstraram que 0 novo composto
sintetizado a base de lecitina apresenta uma reducéo significativa no crescimento da
bactéria Pseudoalteromonas elkovii (80% na concentracdo de 100ug/L), assim como de
microalgas Skeletonema costatum (até 63%; 300ug/L) quando comparada a acdo do
sulfato de cobre (CuSQ,), biocida usualmente empregado em tintas anti-incrustantes
comerciais (Batista, 2012).

Também foram conduzidos experimentos em campo na Baia de Guanabara
utilizando placas de carbono contendo um biocida utilizado no mercado e 5% desse
composto sintetizado a partir de lecitina. Através desses testes foi possivel observar que
ocorreu reducdo da bioincrustacdo marinha de macroorganismos nas placas que
continham a tinta contendo esse composto (Batista et al. 2015b).

Em 2014, o composto “1-hidroxi-2-O-acil-sn-glicero-3-fosfocolina” sintético e
analogo a lecitina de soja, foi entdo patenteado (US 8657943-B2, 2014) devido seu
potencial uso em tintas comerciais anti-incrustantes (Figura I, Tabela I). Porém, ndo

foram realizados testes ecotoxicoldgicos com esse composto.

C15H33NO,P*
Exact Mass: 5104
Mol. Wt.: 5107
m/e: 5104 (100,0%), 5114 (28 3%), 5124 (5.3%)

Figura I- “1-hidroxi-2-O-acil-sn-glicero-3-fosfocolina”
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Tabela 1. Caracteristicas fisicas e quimicas do composto “1-hidroxi-2-O-acil-sn-
glicero-3-fosfocolina” sintetizado a partir de lecitina de soja comercial (US 8657943-
B2, 2014).

Formula molecular CasHs3NO7P

Classe Mistura éter-glicero-fosfolipidio:
Peso molecular Valor médio 510

Solubilidade em &gua Média

Solubilidade em solvente organico Médio para alto

Tendo em vista as questdes abordadas, o presente estudo visou detectar os
possiveis efeitos toxicos do composto sintetizado “1-hidroxi-2-O-acil-sn-glicero-3-
fosfocolina” em diferentes invertebrados marinhos. Os resultados obtidos estdo
apresentados em trés capitulos, que se encontram no formato de artigos cientificos. O
primeiro capitulo foi intitulado “Anélise da toxicidade aguda e eficiéncia anti-
incrustante de um composto sintetizado a partir de glicerofosfolipidios em larvas de
organismos incrustantes”, tendo como objetivo avaliar a letalidade e eficiéncia anti-
incrustante do composto testado, em larvas de invertebrados bentdnicos, o briozoario
Bugula neritina Linnaeus, 1759 (Bryozoa) e o cirripédio Amphibalanus ampbhitrite
Darwin, 1854 (Arthropoda). O segundo capitulo intitulado “Toxicity of an antifouling
compound synthesized from soya bean lecithin to sea urchin Lytechinus variegatus
larvae” teve como objetivo avaliar o potencial toxico do composto no desenvolvimento
embriolarval do ourico do mar Lytechinus variegatus Lamarck, 1816 (Echinodermata),
um organismo ndo-alvo encontrado ao longo da costa brasileira. O ultimo capitulo
intitulado “Avaliagdo do composto 1-hidroxi-2-O-acil-sn-glicero-3-fosfocolina como
possivel ferramenta de controle quimico do coral sol Tubastraea coccinea”, teve como
objetivo verificar se esse composto natural pode auxiliar como ferramenta de controle

quimico para as larvas do coral ndo nativo Tubastraea coccinea Lesson 1829.
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1.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a toxicidade e atividade anti-incrustante do composto “1-hidroxi-2-O-
acil-sn-glicero-3-fosfocolina” em larvas de diferentes invertebrados marinhos com a

finalidade de fornecer subsidios para o seu uso como biocida auxiliar.

I.11 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Verificar o efeito letal do composto em larvas de cirripédio Amphibalanus
amphitrite e do briozoério Bugula neritina;

v/ Averiguar a eficiéncia do composto como inibidor do assentamento larvar do

cirripédio A. amphitrite e do briozoario B. neritina;

v Determinar o efeito do composto no desenvolvimento embriolarval do ourigo do

mar Lytechinus variegatus;

v Avaliar o efeito letal do composto em larvas do coral invasor Tubastraea

coccinea.

.11l HIPOTESES:

Ho: O composto “1-hidroxi-2-O-acil-sn-glicero-3-fosfocolina” nédo inibe de forma
eficiente o assentamento larvar de B.neritina e A.amphitrite.

Hi: O composto “1-hidroxi-2-O-acil-sn-glicero-3-fosfocolina” inibe eficientemente o

assentamento larvar de B.neritina e A.amphitrite;

Ho: O composto ndo causa efeito toxico em larvas aos invertebrados marinhos

B.neritina e nauplios de A.amphitrite;

H1: O composto causa efeitos deletérios para as larvas dos invertebrados B.neritina e

A.amphitrite

Ho: O desenvolvimento embriolarval do ourico Lytechinus variegatus ndo sofre

alteracdes quando em contato com o composto testado.

H;: O ourico L.variegatus sofre alterages no seu desenvolvimento embriolarval quando

em contato com o composto testado;
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Ho: A substancia “1-hidroxi-2-O-acil-sn-glicero-3-fosfocolina” ndo exerce efeito toxico

nas larvas de Tubastraea coccinea;

Hi: A substancia “1-hidroxi-2-O-acil-sn-glicero-3-fosfocolina” exerce efeito toxico nas
larvas do coral sol Tubastraea coccinea.
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Capitulo 1

Analise da toxicidade aguda e anti-incrustante de um
composto sintetizado a partir de glicerofosfolipidios

em larvas de organismos incrustantes
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RESUMO

O objetivo desse estudo foi avaliar a toxicidade (mortalidade) e a a¢do anti-incrustante
do composto “1-hidroxi-2-O-acil-sn-glicero-3-fosfocolina” em larvas de Bugula
neritina e em dois estdgios larvais de Amphibalanus amphitrite através de bioensaios
conduzidos em laboratorio. A porcentagem de larvas assentadas e mortas foi
quantificada em seis diferentes concentragdes do composto (100 pg.mL™; 50 pg.mL™;
10 pg.mL? 5 pgmL™®; 0.5 pg.mL™; 0.05 pg.mL™ ) e comparado com o controle
positivo (solventes), controle negativo (sulfato de cobre) e controle nulo (agua do mar).
As maiores concentragdes do composto (100 e 50 pg.mL™) foram téxicas para as larvas
de B.neritina, (100 e 90%, respectivamente) nauplio (97% e 46%, respectivamente) e
cipris (58% e 33%, respectivamente) de Amphibalanus ampbhitrite. Por outro lado, foi
observado 100% de inibicdo do assentamento larvar de B.neritina nas concentracdes 10
e 5 ug.mL™* desse composto. Nos experimentos com nauplios ndo foram observados
efeitos toxicos do composto abaixo da concentracdo 10 pg.mL™. Para as cipris o
composto testado ndo apresentou inibicdo do assentamento larvar, causando apenas
mortalidade e permitindo o assentamento larvar. A concentracdo letal para 50% das
larvas foi de 41,8 pg.mL™ para B.neritina, enquanto que para os nauplios e para as
cipris de A.amphitrite 0 LCs foi de 54,5 e 69,8 pg.mL™, respectivamente. Os solventes
utilizados (cloroférmio, metanol e agua LC-MS) apresentaram toxicidade para as larvas
de B.neritina (80% e 50%, respectivamente) e nauplios (80% de mortalidade), em
contrapartida ndo foram observados efeitos deletérios nas cipris. O sulfato de cobre
(controle negativo) apresentou uma elevada toxicidade para todas as larvas testadas
(variando de 21% a 100% de mortalidade). Ambas as larvas de B.neritina e
A.amphitrite apresentaram elevada taxa de mortalidade na maior concentracdo testada
do composto (100 pg.mL™), préximas ao controle negativo (sulfato de cobre). Quando
comparado aos demais biocidas acessorios utilizados no mercado de tintas, a substancia
testada apresenta uma baixa toxicidade. Porém, mais experimentos devem ser realizados
para determinar a faixa de concentragdo ideal que iniba o assentamento larvar e ndo
cause toxicidade para as mesmas com a finalidade de incluir esse composto em tintas
anti-incrustantes.

Palavras- chave: Composto “1-hidroxi-2-O-acil-sn-glicero-3-fosfocolina”; Toxicidade;

Anti-incrustante; Larvas.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the toxicity (mortality) and action of the
antifouling compound, "1-hydroxy-2-O-acyl-sn-glycero-3-phosphocholine™ on Bugula
neritina larvae and two larval stages of Amphibalanus amphitrite by bioassays
conducted in the laboratory. The percentage of settled and dead larvae was measured at
six different concentrations of the compound (100 ug.mL™?; 50 pg.mL™, 10 pg.mL?, 5
pg.mL™®: 0.5 pg.mL™; 0:05 ug.mL™) and compared with a positive control (solvent),
negative control (copper sulphate) and null control (sea water) at the same
concentrations as the test compound. The highest concentrations of the compound (100
and 50 pg.mL-1) were toxic to B.neritina larvae (100 and 90%, respectively), as well as
the nauplii (97% and 46%, respectively) and cypris (58% and 33 %, respectively) of
A.amphitrite. Furthermore, 100% inhibition of B.neritina larval settlement in
concentrations of 10 and 5 pg.mL™ was observed. In experiments of this compound
with nauplii were observed toxic effects of compound concentrations from 10 pg.mL™.
For cypris the compound tested showed no inhibition of larval settlement, causing
mortality and only allowing the larval settlement. The lethal concentration to 50% of the
B.neritina larvae was 41.8 pg.mL™, while for the nauplii and for cypris of A.amphitrite
the LC50 was 54.5 and 69.8 pg.mL™ respectively. The solvents used (chloroform,
methanol and water LC-MS) were toxic to B.neritina larvae (80% and 50%,
respectively) and nauplii (80% mortality), however deleterious effects were observed in
cypris. Copper sulphate (negative control) showed a high toxicity for all larvae tested
(range of 21% to 100% mortality). Both B.neritina and A.amphitrite larvae had a high
mortality rate at the highest concentration of the compound (100 pg.mL-1), next to the
negative control (copper sulphate). When compared to other biocides used in the paint
industry, the test substance has a low toxicity. However, further experiments must be
performed to determine the ideal concentration range that inhibits settling and does not

cause larval toxicity in order to include this compound in antifouling paints.

Keywords: “1-hydroxy-2-0-acyl-sn-glycero-3-phosphocholine” compound; Toxicity;
Antifouling activity; Larvae.
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1.1 INTRODUCAO

O processo de estabelecimento, crescimento e reproducdo de bactérias e
invertebrados sésseis sobre superficies artificiais submersas € conhecido como
bioincrustacdo (Cao et al., 2010; Holm, 2012). A bioincrustacdo ocasiona problemas
econdmicos no mercado naval, pois esta relacionada com o aumento do consumo de
combustivel e corrosdo (Chapman et al., 2014). Além disso, a bioincrustacdo gera
impactos negativos nos ecossistemas devido a introducdo de espécies exoticas
(Gollasch, 2002; Piola et al., 2009). Com o intuito de impedir esse processo substancias
quimicos denominados biocidas tém sido utilizadas como principio ativo em tintas anti-
incrustantes (Castro et al., 2011). Um bom exemplo de composto utilizado como
biocida € o tributilestanho, amplamente utilizado durante anos devido a sua eficiéncia
no controle da bioincrustacdo (Iwao, 2003). Porém, devido a sua toxicidade em espécies
ndo-alvo, seu uso foi banido em 2008 ( Yebra et al., 2004; Fusetani, 2008). Depois do
banimento desse composto, cerca de 20 compostos estdo sendo comercializados
atualmente como biocidas acessorios (Takahashi, 2009), mas estudos alguns
evidenciaram toxicidade desses biocidas para organismos ndo-alvo (Dafforn et
al.,2011).

Considerando os impactos causados pelos biocidas comerciais atuais usados em
tintas antiincrustantes (Guardiola et al., 2012), muitos compostos naturais estdo sendo
testados como uma alternativa “ambientalmente correta” (Qian et al.,2010). Esses
compostos sdo isolados de microorganismos, algas, esponjas, corais entre outros
(Blosser & Gray, 2000; Tsoukatou et al.,2007; Batista et al., 2014; Dobretsov et
al.,2015). Porém, poucos desses compostos sdo comercialmente aplicaveis por conta da
biomassa necessaria de matéria prima para a extracdo de novas substancias (Thoms &
Schupp, 2005). A implementagdo de andlogos e sintéticos dessas substancias é
considerada uma boa alternativa para este problema (Qian et al., 2015).

Recentemente, um estudo propds o uso de glicerofosfolipidios andlogos ao Fator
de Ativagédo de Plaquetas ou Platelet Activating Factor (PAF) sintetizados a partir da
lecitina de soja como potencial biocida acessorio, denominado “1-hidroxi-2-O-acil-sn-
glicero-3-fosfocolina” (Batista et al., 2015). Esse biocida acessorio apresentou
eficiéncia em testes realizados em campo e em laboratério (Batista et al., 2015; Batista,
2012).Porém, faz-se necessério a realizacdo de bioensaios toxicoldgicos para sua

aplicacdo em tintas de acordo com o regulamento proposto pela Unido Européia (EU,
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2010). Esses bioensaios geralmente utilizam invertebrados para avaliar a toxicidade de
diferentes substancias (Mochida & Fujii, 2009).

Os  invertebrados  marinhos  Bugula  neritina  (Linnaeus,  1758)
(Bryozoa: Bugulidae) e Amphibalanus amphitrite (Darwin, 1854) (Arthropoda:
Balanidae) sdo frequentemente usados como organismos modelos para bioensaios de
novos compostos anti-incrustantes devido as suas amplas distribuicbes geograficas e
dominéncia nas comunidades macrobentonicas tropical e subtropical (Fusetani, 2004).
Tanto B.neritina como A.amphitrite sdo espécies excelentes para a realizacdo de
bioensaios por serem facilmente coletadas no campo, além do seu cultivo em
laboratério ser amplamente conhecido (Dahms et al., 2004; Feng et al., 2009). Em
geral, os bioensaios realizados com esses organismos avaliam a toxicidade aguda tendo
como resposta a mortalidade e/ou a inibicdo do assentamento larvar (Faimali et al.,
2006).

As larvas de B.neritina sdo grandes, facilmente notadas, ricas em nutrientes
(Wendt, 2000), séo liberadas durante o dia (Lindquist & Hay 1996), possuem uma
natacdo lenta e passam pouco tempo no plancton (Keough & Chernoff, 1987). Seu
assentamento pode ser observado em um periodo entre uma e duas horas e apos 48
horas completam sua metamorfose (Dahms et al., 2004). Ja as larvas de A.amphitrite
passam por um desenvolvimento mais complexo até completar a metamorfose. Possuem
seis estagios planctotroficos que iniciam no estagio nauplio e encerram no estagio cipris
(Maréchal et al., 2012).

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito do composto “1-hidroxi-2-
O-acil-sn-glicero-3-fosfocolina” no assentamento e mortalidade larvar dos

invertebrados B.neritina e A.amphitrite.

36



1.2 MATERIAL E METODOS

1.2.1 Tratamentos

A 4agua do mar utilizada para a diluicdo de solucBes de teste e controles foi
coletada com uso de galdo pléstico de 10 litros, numa area localizada na Ilha do Farol,
em Arraial do Cabo, Rio de Janeiro, Brasil (23°00'04.77"S; 42°00'24.42"0). Em
laboratdrio, a agua do mar foi imediatamente filtrada, utilizando filtro de acetato de
celulose (0,45 Im, Millipore).

O sulfato de cobre (CuSO,) (Reagen) foi usado como controle negativo, ja que
este composto (Cu) tem sido usado como alternativa ao TBT e é reconhecidamente
toxico aos invertebrados (Manzo et al.,2008). O controle positivo consistiu numa
solucdo preparada na proporcdao de 1:1:1 de cloroférmio (Tedia), metanol (Merck) e
agua pura (Millipore). A utilizacdo desses solventes foi determinada com base no
método de Folch (1957) que descreve cloroférmio, metanol e agua sendo uma mistura
binaria mais eficaz na extracdo de lipidios presentes em matrizes animais e vegetais.
Além disso, foi utilizado um controle nulo onde continha apenas dgua do mar filtrada
para observar o desenvolvimento natural dos organismos testados.

Seis concentracdes diferentes do composto foram preparadas (0,05; 0,5; 5; 10;
50 e 100 pg.mL™) a partir de uma amostra mée . Para tal, 100 mg do composto foi
pesado e transferido para um baldo volumétrico de 1000 mL, adicionado a proporcao de
1:1:1 de cloroférmio, metanol e agua pura (LC-MS) (2ml de cada solvente) e
avolumado até 1 litro com &gua do mar, sendo considerada a solucdo “mae”. Essa
solucdo “méae” foi utilizada para a preparacdo das seis concentracdes (0,05; 0,5; 5; 10;
50; 100 pug.mL™). A utilizagdo de um controle negativo e positivo é comum em testes de
toxicidade (Magalhdes & Filho, 2008). Para o controle negativo foi pesado 100 mg de
sulfato de cobre e avolumado com agua do mar até 1000 mL, sendo a amostra mae
usada para preparar as demais concentragdes. Similarmente, para o controle positivo foi
utilizado a mesma propor¢do de solventes usados nos tratamentos com a substancia em

diferentes concentracgdes.
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1.2.2 Bioensaio com Bugula neritina Linnaeus, 1758

1.2.2.1 Organismos-teste

O briozoario Bugula neritina (Filo Bryozoa) (Fig 1.1) apresentam uma
distribuicdo cosmopolita (Cetto et al., 2011). Sdo normalmente encontrados em portos e
baias poluidos, principalmente associados a qualquer substrato consolidado artificial.
Seu uso em testes de toxicidade é relevante porque representa uma espécie incrustante
tipica, além da facilidade de liberacéo de suas larvas em laboratério (Bryan et al.,1998)
que variam de acordo com a sua fertilidade (Keough, 1989). O periodo estimado de

assentamento larvar dessa espécie varia 1 a 2 horas (Dahms et al., (2004).

Figura 1.1 - Bugula neritina. Foto: Costa, R.S.

1.2.2.2 Coleta e aclimatacdo

Os briozoérios foram coletados no Canal de Itajuru, Cabo Frio, Rio de Janeiro
(22°52'29.46"S; 42°01'04.77"0). As colbnias férteis foram coletadas em cascos das
embarcagdes com uso de espatulas. Apos a coleta, a fauna e detritos agregados foram
removidos. Os organismos foram levados para o Laboratério de Cultivo de Organismos
Marinhos do Instituto de Estudos do Mar Almirante Paulo Moreira (IEAPM), onde
foram transferidos e mantidos em um aquario (10 litros) com aeracdo constante, sob
temperatura de 25 °C em um ambiente totalmente escuro para auxiliar no processo da

inducdo de liberacéo larvar.
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1.2.2.3 Teste de toxicidade e anti-incrustante

Ap0s 24 horas, 0s organismos foram transportados para um béquer de quatro
litros para facilitar a coleta das larvas. O béquer com Bugula neritina foi exposto a luz
solar por cerca de 30 minutos para inducdo de liberacdo de larvas (Keough, 1984). As
larvas nadaram para a superficie do recipiente e foram coletadas com o auxilio de pipeta
Pasteur. As larvas foram colocadas em placas de 24 pocos (Ciencor), contendo 2 ml das
seis diferentes concentracdes (0.05 pug.mL™; 0.5 pg.mL™?; 5 pg.mL %10 pg.mL?; 50
ng.mL™%:100 pg.mL™) do composto e dos controles (negativo, positivo e nulo) . Quatro
réplicas foram usadas para cada tratamento. A quantidade de larvas por replica variou
de cinco a dez, de acordo com a eficiéncia da liberacdo em cada experimento. Cada
placa foi observada no microscopio estereoscopico (Zeiss, modelo KL 1500 LCD) apds
24 horas (Martins & Uriz, 1993). A quantidade de larvas nadando, mortas e assentadas

foram quantificadas em cada poco.

1.2.3 Bioensaio com cirripédio Amphibalanus amphitrite Darwin,1854

1.2.3.1 Organismos-teste

As Balamorpha (cracas) sdo crustaceos, frequentemente encontradas, incrustadas
em substratos consolidados naturais e artificiais. A espécie Amphibalanus amphitrite
(Darwin, 1854) é uma boa representante de crustaceos marinhos (Figura 1.2), por ser
cosmopolita e apresentar uma ampla distribuicdo geografica (Piazza et al., 2011).
Ocorrem principalmente na regido de entre marés (Desai et al., 2006). Diversos estudos
usam larvas desse cirripédios em estagio nauplio Il em teste de toxicidade (Lam et al.,
2000; Piazza et al., 2011; 2012) e estagio cipris para avaliar o assentamento larvar
(Maréchal & Hellio, 2009).
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Figura 1.2 - Amphibalanus amphitrite. Foto: M.Faimali

1.2.3.2 Coleta e aclimatacao

Os individuos adultos de A. amphitrite foram coletados em regido de entre marés
em Monte Alto na Lagoa de Araruama - RJ (22°94°23.43" S; 42°11°50.16> O) e na
Praia dos Anjos - Arraial do Cabo, RJ (22°58°16.33"’S; 42°01°10.60°’O). Apds a coleta,
os espécimes foram levados para o laboratorio de Cultivo de Organismos Marinhos do
Instituto de Estudos do Mar Almirante Paulo Moreira (IEAPM) onde foram mantidos
em aquarios (10 litros) em sistema de cultivo. Para os testes com estagio nauplio Il
foram utilizadas as cracas coletadas na Praia dos Anjos, e nos experimentos realizados

com cipris foram utilizadas as cracas coletadas na Lagoa de Araruama.

1.2.3.3 Obtencdo das larvas e manutencéo do cultivo

Os cirripédios (fase adulta) foram submetidos a imersdo em agua do mar filtrada
apos um periodo de duas horas de permanéncia num béquer sem agua. Os cirripédios
liberaram larvas em seu primeiro estagio, denominado nauplio I, assim que entraram em
contato com a agua do mar devido ao estresse gerado pela dessecacgdo. Foi utilizada uma
camara escura e um foco de luz para observacdo das larvas liberadas que, em cerca de
30 minutos, passam para o estagio larvar nauplio Il. Este estagio foi utilizado nos
experimentos tendo em vista a sua reconhecida sensibilidade (Faimali et al., 2009).

Para obtencdo de larvas no estagio cipris, os cirripedios (fase adulta) foram
mantidos em aquarios com uma alimentacéo diaria de Artemia sp. sob a temperatura de
22°C. O procedimento para a cultura do estagio larvar nduplio seguiu o protocolo de

Hellio et al. (2004). Apos aproximadamente quatro dias, as larvas passam de nauplio
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para o estagio cipris. As cipris foram coletadas com uma rede de plancton de 200um e
colocadas em placas de petri com &gua do mar filtrada. As larvas foram mantidas sob-

refrigeracdo (6°C) até o inicio dos experimentos (quatro dias).

1.2.3.4 Teste de toxicidade e assentamento
Bioensaio com Nauplio Il

Os nauplios foram coletados com a ajuda de pipeta Pasteur e posteriormente
inseridos em placas de 24 pogos (Ciencor), contendo 2ml das seis concentracdes do
composto testado (0.05 pg.mL™; 0.5 pg.mL™; 5 pg.mL™;10 pg.mL™; 50 pg.mL™*:100
ng.mL™?) e dos diferentes controles (sulfato de cobre e solventes). Um controle
contendo 2ml de agua do mar também foi incluido na placa 24 pocos. Cerca de 5 a 10
nauplios foram colocados em cada poco, sendo quatro réplicas para cada tratamento. ).
Quatro réplicas foram usadas para cada tratamento. A quantidade de larvas mortas foi
observada através de um microscépio estereoscopico binocular (Zeiss, modelo KL 1500
LCD), no tempo inicial do experimento (T=0) e apds 24h (T=24) (Rittshof et al., 1992

Bioensaio com Cipris

As larvas cipris foram inseridas em placas de 24 pocos (Ciencor), contendo 2ml
das seis concentraces do composto (0.05 pg.mL™; 0.5 pg.mL?; 5 pg.mL™;10 pg.mL™;
50 ug.mL™*;100 pg.mL™) e trés controles (sulfato de cobre, solventes e agua do mar).
Cerca de 10-15 cipris foi adicionada em cada po¢o. Foram utilizadas seis réplicas para
cada concentracdo e para 0 composto e todos os controles. As placas foram
embrulhadas em papel aluminio e incubadas a 28°C, de acordo com Maréchal & Hellio
(2008). O total de cipris mortas e assentadas foi observado em microscopio
estereoscopico (Zeiss, modelo KL 1500 LCD) durante trés dias. As cipris que ndo se
moveram e nao responderam ap0s o togue de uma agulha entomoldgica foram

consideradas como mortas.
1.3 TRATAMENTO DOS DADOS
As premissas da normalidade e homeocedasticidade dos dados foram

averiguadas através dos testes de Kolmogrov-Smirnov e Levene, respectivamente. Os

dados que né@o atenderam essas premissas foram transformados para arcoseno. Para 0s
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experimentos realizados com as larvas de B.neritina e nauplio de A.amphitrite a analise
de variancia fatorial (ANOVA) foi usada para verificar se ha diferengas significativas
na porcentagem de larvas assentadas e mortas entre os diferentes tratamentos. O teste
Tukey foi utilizado para verificar as diferencas significativas entre os diferentes
tratamentos, usando nivel de significancia o = 0,05 (Zar, 1999). Ja nos experimentos
realizados com cipris a significancia das diferengas observadas no assentamento e
mortalidade dos diferentes tratamentos ao longo do tempo foi testada através de
Analises de Variancia para medidas repetidas (ANOVA). Nos casos em que foi
detectada diferenca significativa, o teste a posteriori de Bonferroni foi aplicado.

A concentracdo letal do composto (CLso) para 50% das larvas de todos os
organismos testados foi calculado usando analise de Probitos (Finney, 1971). Todas

estas analises foram realizadas no Programa Statistic 7.0 (Statsoft, 2006).
1.4 RESULTADOS

1.4.1 Bioensaio com B.neritina

Mortalidade larvar

As maiores taxas de mortalidade foram observadas nas concentracdes 100 e 50
ug.mL™ (100 e 90%, respectivamente); enquanto que o efeito letal ndo foi observado
nas demais concentracdes (10 até 0.05 pg.mL™; Figura 1.3). A porcentagem de larvas
mortas variou significativamente entre os tratamentos (ANOVA; F= 15,264; p<0.05),
sendo significativamente maior nas concentragdes 100 e 50 pg.mL™ quando comparado
ao controle com agua do mar (Tukey; p<0,05). Em contraste, ndo foi observada
diferenga significativa entre a porcentagem de larvas mortas observadas nestas
concentracdes (100 e 50 pg.mL™) quando comparado ao controle sulfato de cobre
(Tukey; p>0,05). O sulfato de cobre apresentou elevada toxicidade, com mortalidade
variando de 90 até 50% (Figura 1.3). Uma diferenca significativa (Tukey; p<0,05) foi
observada nas concentracdes de 100 e 50 ug.mL™ do controle solvente e o controle gua
do mar. N&o foi observada diferenca significativa entre o controle agua do mar e as
concentracdes entre 10 até 0.05 pg.mL™ do controle positivo (solvente) (Tukey;
p>0,05). O valor da concentracdo letal do composto para 50% das larvas de B.neritina
foi de 41,8 pg.mL™ .
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Figura 1.3 - Média e desvio padrdo da mortalidade larvar (%) de Bugula neritina em
diferentes tratamentos. Controle positivo: solventes (cloroférmio, metanol e dgua LC-
MS); Controle negativo: sulfato de cobre; Controle nulo: &gua do mar; Composto: “1-
hidroxi-2-O-acil-sn-glicero-3-fosfocolina”. O asterisco (*) indicam tratamentos com

diferencas significas em relacdo ao controle de agua do mar (p <0,05, teste de Tukey).
Assentamento larvar

As porcentagens de larvas assentadas variaram significativamente entre os
diferentes tratamentos (ANOVA,; F=15,265 p<0.05). Houve assentamento larvar nas
concentracdes 0.5 e 0.05 ug.mL™ (20 e 30%, respectivamente) (Fig 1.4). A porcentagem
de larvas assentadas nas concentragdes 0.5 e 0.05 pg.mL™ do composto testado diferiu
significativamente quando comparado aos demais controles (Tukey; p<0,05). No
controle negativo (CuSO,4) foi observado uma taxa de assentamento nas mesmas
concentragdes que o composto, porém com cerca de 65% de larvas assentadas. N&o
foram observadas diferencas significativas nessas concentragfes do cobre quando
comparada ao controle de &4gua do mar (Tukey; p>0,05). Com relacdo ao controle
positivo (solventes), a taxa de assentamento variou entre 80% e 100% nas
concentracdes 10 até 0.05 ug.mL™. A porcentagem de larvas assentadas nestas mesmas
concentragdes do controle solvente ndo diferiu significativamente quando comparado ao
controle nulo (4gua do mar) (Tukey; p>0,05), nas concentracdes 100 e 50 pg.mL™
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foram observadas diferencas significativas em relacdo ao controle nulo (Tukey;
p<0,05).
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Figura 1.4- Média e desvio padrdo do assentamento (%) larvar de Bugula neritina em
diferentes tratamentos. Controle positivo: solventes (cloroférmio, metanol e agua LC-
MS); Controle negativo: sulfato de cobre; Controle nulo: 4gua do mar; Composto: “1-
hidroxi-2-O-acil-sn-glicero-3-fosfocolina”. O asterisco (*) indicam tratamentos com
diferencgas significas em relagdo ao controle de 4gua do mar (p <0,05, teste de Tukey).

1.4.2 Bioensaio com A.amphitrite

Mortalidade larvar nauplio Il

A Fig. 15 mostra que a porcentagem da mortalidade larvar variou
significativamente entre os diferentes tratamentos (ANOVA,; F=15,263; p<0.05). As
maiores taxas de mortalidade de nduplios foram observadas nas concentragdes 100 e 50
ng.mL™? (97 e 46 %, respectivamente) apds 24 horas; enquanto que na demais
concentracdes (10; 5; 0.5; 0.05 ug.mL™) n&o foi observado efeito letal para as larvas.
Foi observada diferenca significativa nas concentracdes 100 e 50 pug.mL™ do efeito
causado pelo composto em relacdo ao controle de agua do mar (Tukey; p<0,05). A
porcentagem de larvas mortas ndo variou significativamente entre o controle sulfato de

cobre e, 100 pg.mL™ do composto (Tukey; p>0,05). Em contraste, as porcentagens de
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larvas mortas diferem significativamente entre 50 pg.mL™ do composto e o controle
negativo (Tukey; p<0,05). O valor que causa letalidade para 50% das larvas testadas é
54,5 ug.mL™.

Foram observados efeitos toxicos em 100 pg.mL™ dos solventes utilizados (80%
de mortalidade), enquanto que nenhuma mortalidade foi observadas nas demais
concentracdes. A porcentagem de larvas mortas em 100 pg.mL™ do controle solvente
diferiu significativamente em relagdo ao controle de 4gua do mar (Tukey; p<0,05). A
mortalidade larvar no controle negativo (sulfato de cobre) aumentou progressivamente
de 50 % (5 pg.mL ™) até 100% (100 pg.mL™). A mortalidade larvar em 5 pg.mL™ até
100 pg.mL™ do controle negativo diferiu significativamente em relagdo ao controle nulo
de 4gua do mar (Tukey; p<0,05).
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Figura 1.5- Média e desvio padrdo da mortalidade (%) larvar de nauplio A.amphitrite
em diferentes tratamentos. Controle positivo: solventes; Controle negativo: sulfato de
cobre; Controle nulo: agua do mar; Composto: “1-hidroxi-2-O-acil-sn-glicero-3-
fosfocolina”. O asterisco (*) indicam tratamentos com diferengas significas em relagéo

ao controle de agua do mar (p <0,05, teste de Tukey).
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Mortalidade larvar cipris

Os efeitos letais nas larvas cipris sujeitas aos diferentes tratamentos estdo
apresentados na Fig 1.6. Foi observado através da analise de variancia que a
porcentagem da mortalidade larvar variou entre os tratamentos (ANOVA, F= 3,19;
p<0.05). O composto foi toxico para as cipris nas concentragdes 100 e 50 pg.mL™
(58% e 33%, respectivamente). Nessas concentracbes (100 e 50 pg.mL™) as
porcentagens de larvas mortas em do composto variaram significativamente em relacao
ao controle de 4gua do mar (Bonferroni; p>0,05). Na concentracdo 100 pug.mL™ ndo
foram observadas diferencas significativas do composto quando comparado ao controle
negativo (sulfato de cobre) (Bonferroni; p>0.05). Nas demais concentracfes (10 até
0.05 pg.mL™) ndo apresentou diferencas significativos nas demais concentracdes
quando comparado ao controle nulo (dgua do mar) e controle positivo (solventes)
(p<0.05). O valor da concentracao letal para 50% das larvas ap6s 72 horas expostas ao
composto foi de 69,8 pg.mL-1.

O controle positivo (solventes) ndo apresentou efeitos deletérios para as larvas.
Além disso, ndo foram verificadas diferengas significativas em relagcdo ao controle nulo
(dgua do mar) (Bonferroni; p>0,05).

A porcentagem de larvas mortas aumentou progressivamente com o0 aumento
das concentrag¢fes do controle negativo (sulfato de cobre) de 21% (0.05 ug.mL-1) até
77% (100 pg.mL-1). O controle negativo diferiu significativamente na concentragdo 50
ng.mL™ quando comparado ao composto (Bonferroni ; p<0.05). Quando comparado aos
nos demais controles (nulo e positivo) apresentou diferenca significativa em todas as

concentracgdes testadas ( Bonferroni; p<0.05).
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Figura 1.6- Média e intervalo de confianca da mortalidade (%) larvar de cipris de

A.amphitrite ao longo de trés dias de exposicdo. As cipris foram submetidas ao

composto testado (“1-hidroxi-2-O-acil-sn-glicero-3-fosfocolina) e aos solventes

(controle positivo), sulfato de cobre (controle negativo), agua do mar (controle nulo) em

seis diferentes concentragoes.
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Assentamento larvar cipris

A porcentagem de assentamento larvar das cipris nos diferentes tratamentos esta
representada na Fig 1.7. O assentamento larvar diferiu significativamente entre o0s
diferentes tratamentos durante os trés dias de experimento (ANOVA,; F=7,54; p<0,05).
Nesse periodo todas as cipris assentaram e realizaram metamorfose em todos os
tratamentos (com aspectos de uma craca juvenil). Nas concentracdes 100 e 50 pug.mL™
do composto foi verificada diferengas significativas quando comparado ao controle nulo
(4gua do mar) (p<0.05). Na concentrac&o 100 pg.mL™ ndo foram verificadas diferencas
significativas quando comparado ao controle negativo (sulfato de cobre) (Bonferroni;p
>0.05). O assentamento larvar ndo diferiu significativamente nas concentracfes 10 até
0.05 pg.mL™ do composto testado quando comparado ao controle nulo (4gua do mar) e
controle positivo (solventes) (Bonferroni;p >0.05).

No controle positivo (solventes), as larvas assentaram em todas as diferentes
concentracdes testadas. Nesse controle ndo foram observadas diferencas significativas
da taxa de assentamento em relacdo ao controle nulo (Agua do mar) (Bonferroni;
p>0.05)

Em relacdo ao sulfato de cobre (controle negativo) o assentamento larvar diferiu
do controle nulo e positivo nas concentraces 100 até 0.5 pg.mL™ (Bonferroni; p<0,05).
Na concentracdo 0.05 pg.mL™ ndo foram verificadas diferencas significativas em
relacdo aos demais tratamentos (Bonferroni; p>0,05).
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Figura 1.7- Média e intervalo de confianca do assentamento larvar (%) de cipris de

A.amphitrite em diferentes tratamentos ao longo de trés dias de exposi¢do. As cipris

foram submetidas ao composto testado (“1-hidroxi-2-O-acil-sn-glicero-3-fosfocolina”)

e aos solventes (controle positivo), sulfato de cobre (controle negativo), agua do mar

(controle nulo) em seis diferentes concentracoes.
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1.5 DISCUSSAO

Diferentes compostos naturais estdo sendo testado para aplicacdo em tintas anti-
incrustantes, tendo em vista a toxicidade causada pelos biocidas utilizados atualmente
(Ralston & Swain, 2009). No presente estudo, os efeitos do composto “1-hidroxi-2-O-
acil-sn-glicero-3-fosfocolina” em sua fase sdlida foram testados em larvas de dois
invertebrados dominantes na bioincrustacdo marinha. Os resultados obtidos nesse
estudo mostram que as concentracdes 100 e 50 pg.mL™ do composto sdo téxicos para
larvas de B.neritina e em nauplios e cipris de A.amphitrite. Porém, as concentracdes 5 e
10 pg.mL™* foram eficientes em conter o assentamento larvar de B.neritina , mas néo
nas larvas cipris de A.amphitrite.

As concentragdes 100 e 50 pg.mL™ do composto “1-hidroxi-2-O-acil-sn-glicero-
3-fosfocolina” foram altamente toxicas para as larvas de B.neritina e A.amphitrite. Por
outro lado, as menores concentracdes do composto (<10 pg.mL™) ndo foram letais para
as larvas e causaram efeito de repelicdo apenas em B.neritina. Outros compostos
sintéticos analogos também sdo conhecidos em causar baixa toxicidade para as larvas de
B.neritina e apresentarem acdo antilarvar, como o0s esteroides da gorgdnia Subergorgia
suberosa (Qi et al., 2008) e Streptomyces albidoflavus (Xu et al., 2010). Similarmente
com os resultados obtidos no presente estudo, o composto sintético “Polymeric 3-
alkylpyridium” oriundo da esponja Reniera sarai ndo apresentou eficiéncia na inibicédo
do assentamento de cipris e causou baixa toxicidade em nauplios de A.amphitrite
(Faimali et al., 2003).

As respostas das larvas de B.neritina e cipris de A.amphitrite quanto a inibicdo
do assentamento larvar sugerem que o composto pode atuar de formas diferentes. Por
esse motivo é necessario a realizacdo de experimentos ecotoxicoldgicos com mais de
uma espécie para avaliacdo da eficacia como biocida (Arrhenius et al.,2014).

Os efeitos anti-incrustantes de biocidades acessorios Irgarol e Sea-Nine j& foram
reportados para B.neritina. O estudo realizado por De Nys (1996) mostrou que essas
substancias agem de forma efetiva na inibicdo do assentamento larvar. Tal fato foi
observado posteriormente com outros biocidas acessorios em diferentes larvas de
invertebrados. Os efeitos negativos de Cobre piritiona e Zinco piritiona sao relatados na
literatura para nauplio Il e cipris de A. amphitrite (Faimali et al., 2003). Os biocidas
apresentam eficiéncia na inibi¢do do assentamento de cipris, mas sdo altamente toxicos

para o estagio nauplio Il. Os biocidas acessorios comerciais também foram testados com
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cipris de A.amphitrite como Irgarol, Diuron, apresentando concentracdes efetivas (CEsp)
de 2.2, 21, pg.mL™" respectivamente (Bao et al.,2011). Assim como os resultados
descritos para o biocida Sea-Nine que apresenta uma dose letal para 50% das cipris de
A.amphitrite em uma concentragdo de 0.34 pg.mL™(Jacobson & Willingham, 2000).
Esses biocidas apresentam concentracOes efetivas relativamente baixas e mostram uma
maior eficiéncia quando comparado ao composto testado. Mesmo apresentando uma
eficiéncia para as cipris, esses biocidas utilizados atualmente nas tintas causam
diferentes efeitos negativos para organismos ndo alvos como retardo do
desenvolvimento embriolarval, embriotoxicidade e mortalidade larval (Ernst et al.,
1991; Kobayashi & Okamura, 2002; Bellas, 2006).

Os compostos naturais extraidos de organismos marinhos também séo apontados
como eficientes inibidores da bioincrustacdo marinha. Ja foram observados que o
gorgosterol isolado da gorgdnia Isis minorbrachyblasta (Qi et al., 2010) e o Lyso-PAF
extraido das esponjas Crella incrustans (Buttler et al., 1996) impedem o assentamento
larvar de B.neritina. Similarmente, o metabdlito E da alga Dictyota menstrualis inibe o
assentamento das larvas desse mesmo briozoario, porém com altas taxas de mortalidade
(Schimitt et al., 1995). Apesar de alguns compostos naturais apresentarem eficacia em
conter a bioincrustacdo, a obtencdo da biomassa necessaria para isolar esses compostos
é inviavel (Qian et al., 2015). Sendo uma alternativa o uso de anélogos sintéticos dessas
substancias.

No presente estudo foi observado que ambos os controles negativo (sulfato de
cobre) e positivo (cloroférmio, metanol e agua LC-MS) foram tdxicos para as larvas dos
invertebrados. O controle negativo causou efeitos deletérios para as larvas de B.neritina
e A. amphitrite. Os efeitos negativos do cobre no recrutamento, crescimento e
incrustagcdo de larvas de B.neritina j& foram relatados por Piola & Johnston (2006).
Similarmente, as concentracdes 100 e 50 pg.mL™ do controle positivo usado no presente
estudo também foram toxicos para as larvas de B.neritina e nauplio Il de A. amphitrite.
Apesar da desvantagem dos solventes cloroférmio e metanol de serem téxicos as larvas
de diferentes invertebrados marinhos (Guilhermino et al.,2000), esses solventes sé&o
largamente utilizados na extracdo de lipidios (Brum et al., 2009) e por essa razdo foram
escolhidos para a diluicdo do composto, ja que o composto é um glicerofosfolipidio.
Frente a toxicidade apresentada pelos solventes para nauplio Il e larvas de B.neritina,
provavelmente, o composto deve causar uma reduzida toxicidade para essas larvas. Por

outro lado, esse mesmo controle ndo apresentou toxicidade para as cipris de A.
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amphitrite. Provavelmente, este fato esta relacionado a sensibilidade das larvas de
B.neritina e do estdgio nauplio Il, porém as cipris podem apresentar resisténcia aos
solventes. Foram observados efeitos similares em relagdo a baixa toxicidade em extratos
com solventes organicos em cipris nos estudos de Loschau & Kratke (2005).

Em resumo, os resultados obtidos nesse estudo mostram que o0 composto é eficaz
na inibicdo do assentamento larvar para B.neritina nas concentragdes 5 e 10ug.mL™
mesmo com os efeitos dos solventes utilizados, mas n&o inibiu o assentamento larvar
das cipris de A.amphitrite. A toxicidade foi observada nas maiores concentracdes (100 e
50 pg.mL™) em todas as larvas testadas. Para se obter uma melhor compreensdo da
toxicidade e acdo anti-incrustante desse composto, novos experimentos devem ser
realizados com faixas mais restritas entre 50 e 10 pg.mL™, avaliando onde inicia a
toxicidade para as larvas e a eficacia da inibicdo do assentamento larvar . Mas propde-se
que a substancia testada pode ser uma alternativa como biocida acessorio, tendo em
vista a sua baixa toxicidade quando comparado com os demais biocidas acessorios.
Além disso, diferente de outros compostos acima citados, a matéria-prima para a
realizacdo da sintese da substancia testada € a lecitina de soja, um residuo da producao
da soja comercial o que facilita uma futura aplicacdo desse composto em tintas anti-

incrustantes.
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ABSTRACT

In the present study, potential toxicity of a new antifouling agent 1-hydroxy-2-o-acyl-
sn-glycero-3-phosphocholine synthesized from soya bean lecithin was tested on larvae
of non-target sea urchin species Lytechinus variegatus, as compliance with
environmental safety regulations. Larvae were incubated at six different concentrations
(0.05; 0.5; 5; 10; 50 and 100 pg mL™) of the compound. Copper sulfate (0.05; 0.5; 5;
10; 50 and 100 pug mL™), solvent (1:1:1 chloroform, methanol and LC-MS water) and
seawater were used as controls. After 24 hour, the developmental abnormalities of 100
randomly selected larvae were investigated. The compound at 0.05 — 10 ug mL™ did not
affect toxicity and development of sea urchin larvae. The compound was as toxic as
copper sulfate (ANOVA, Tukey; p>0.05) at higher concentrations and its ECsp-24h was
56.34 pg mL™. Our results suggested that the new antifouling compound is less toxic to
larvae of invertebrates than traditional biocides (copper) and, thus, can be used as an
alternative for naval industries.

Keywords: Antifouling; Toxicity; Sea urchin development; Larvae.
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2.1 INTRODUCTION

Biofouling is the process of undesirable attachment and growth of marine
organisms submerged surfaces [1]. It causes huge economic losses for the naval
industry (e.g increased of fuel consumption and corrosion) and has negative
implications for the coastal environmental (e.g introduction of alien species) [2]. To
prevent the biofouling process on artificial substrates, chemical substances, such as
biocides, are applied in antifouling paints [3]. For many years, tributyltin (TBT) was the
most widely used biocide in paint formulations [4]. This biocide is highly harmful to the
environment, accumulates in the sediments and causes toxicity to non-target species [5].
The negative effects of TBT include the abnormal growth and reproductive failure in
oysters, mortality of mussel larvae [6] and imposex of gastropods [7]. Due to its
toxicity, the TBT was banned in 2008 by the International Maritime Organization
(IMO) [8]. Nowadays, copper and zinc combined with organic booster biocides are
most commonly used in antifouling paints [9]. The most commonly used biocides, such
as Irgarol 1051, Sea-Nine 211, Chlorothalonil, Dichlofluanid, Zinc pyrithione, Copper
pyrithione [10], are highly toxic and dangerous to the environment [11].

It has been proposed that naturally occurring secondary metabolites can be used
as “alternative environmentally friendly” antifouling agents [12]. The main difficulty
with industrial use of marine natural products is producing them in large quantities at a
low cost [5]. One of the possible solutions to these problems is to synthesize natural
products  chemically or  biologically  [13].1-hydroxy-2-0-acyl-sn-glycero-3-
phosphocholine compound” is a natural product synthesized from soybean lecithin, a
cheap raw material which has large production [14]. This compound at concentrations
of 100 ug/L is capable of reducing growth of bacteria in laboratory experiments [15].

Recently, commercial antifouling paints contain 5% of this synthesized compound
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reduced significantly macrorganism covered on carbon plates surface immersed in high
polluted Guanabara Bay, indicating their promising applicability as booster biocide
[14]. Due to good antifouling efficacy of this synthetic compound, the process of its
preparation and use were patented [16], but no toxicity testing was performed. To assess
the environmental impact of any antifouling compound standardized toxicity tests
should be performed [17], which include ecotoxicological tests to assess impacts on
non-target organisms as according to the European Commission [18].

Standard toxicity testing using sea urchin embryonic development has been
applied worldwide [19]. As examples, sea urchin embryos of Lytechinus variegatus
(Lamarck, 1816) have been used to assess environmental impacts caused by
microplastics [20], heavy metals [21] and biocides [22]. The main aim of the present
study was to assess the toxicity the antifouling compound 1-hydroxy-2-o0-acyl-sn-
glycero-3-phosphocholine to non-target species, such as larvae of L. variegatus. In this
study larval anomalies and embryos in the presence of the synthetic compound were

compared with ones in the presence of copper sulfate - a common antifouling biocide.

2.2 MATERIALS AND METHODS
2.2.1 Target specie

The sea urchin L. variegatus is distributed along the Atlantic Occidental coast
from North Carolina (USA) to southern Brazil, occurring mainly on natural substrates
from the intertidal zone to 20m depth [23]. Sea urchins have long been recognized as a

strong structuring force of algae communities throughout coastal areas worldwide [24].

2.2.2 Sea urchin collection
Twenty mature sea urchin individuals were collected by divers from the rocks in

the Prainha beach, Arraial do Cabo, Rio de Janeiro, Southeast Brazil (22°57'27.5"S;

42°02'27.4"W) during March - April 2015. All specimens were immediately transported
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to the laboratory and maintained in aquaria (25+ 2°C). The macroalga Ulva fasciata was

also collected from the same location and used for sea urchin feeding.

2.2.3 Tested chemicals

All chemicals, copper sulfate (Reagen, Parana, Brazil), methanol (Merck, Rio de
Janeiro, Brazil) and chloroform (TEDIA; Rio de Janeiro, Brazil), used in this study
were analytical grade. Seawater was obtained from uncontaminated area
(23°00'04.77"S; 42°00'24.42"0). Before experiments it was filtered using a cellulose
acetate filter (0.45 um, Millipore). Filtered sea water was used for the dilution of
chemical solutions and as the seawater control. The solvent control was prepared by
mixing in (2.0 ml: 2.0 ml: 2.0 ml) chloroform, methanol and LC-MS water. The use of
such solvents was determined based on studies demonstrating that chloroform and
methanol are more effective for extraction of lipids [25]. Seawater and copper sulfate
solution were used as positive and negative controls, respectively. Copper sulfate was
prepared using 100 mg and diluting it in 1 liter of seawater, this stock solution served as
basis for the preparation of concentrations (0.05, 0.5, 5, 10, 50 and 100 pg.mL™). The
antifouling ~ compound 1-hydroxy-2-0-acyl-sn-glycero-3-phosphocholine  was
synthetized as reported previously (Batista et al., 2015). Then, the compound was
dissolved in 1:1:1 mixture of chloroform, methanol and LC-MS water. Six
concentrations (0.05, 0.5, 5, 10, 50 and 100 pg.mL™) of this compound and controls

were tested in toxicity experiments (see below).

2.2.4 Toxicity experiment

The toxicity test followed the protocol described by “Associacdo Brasileira de
normas técnicas” (ABNT) [26]. Briefly, the sea urchin gametes were released by
injection of 0.5 M potassium chloride (KCI) into the coelomic cavity. Eggs (female

gametes) were identified by the yellow-orange color, while white color corresponds to
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sperm (male gametes). The fertilization process was performed by adding an aliquot of
sperm (0.5 ml) into a container containing 24.5mL of filtered sea water with the eggs.
Fertilization was confirmed by observation of appearance of an outer membrane
fertilization using a microscope (Axio Scope Al, Carl Zeiss).

A subsample of 1 mL was removed from the eggs suspension in order to count
number of eggs under a microscope using Sedgwick-Rafter chamber. In the egg count
showed that 80% of the samples were in the presence of fertilization membrane. This
procedure was repeated three times in order to estimate the amount of eggs suspension
to be placed in each test vials. A total of 60ul of fertilized eggs (300 eggs / ml) were
added in the vials.

During the experiment, each vial contained either tested solution of the
compound or copper sulfate or solvent. There were five replicates for each
concentrations in this experiment. All treatments were incubated at 25°C with 12:12h
light: dark photoperiod. The bioassay was terminated after 24 h when 80% of pluteus
larvae were present in the seawater control. Then, all treatments were fixed with 5%
formaldehyde solutions for further analysis.

For each replicate 100 larvae were randomly observed under an optical
microscope using Sedgewick-Rafter chambers. The number of healthy pluteus larvae
was counted and regarded as normal development, while the occurrence of deformity in
larval settlement indicated abnormal development. Delay in the larval development and

larval abnormalities indicated the presence of toxicity.

2.3 STATISTICAL ANALYSES

Statistical analyses were conducted using the software Statistica 8.0 (StatSoft,
USA). The effect of different treatments and concentrations on the larval toxicity was

by two-way analysis of variance (ANOVA). The post-hoc Tukey test was employed to

66



identify significant differences among groups. The effective concentrations (ECsp) were
calculated using the Probit software after normalizing data to the mean control response

[27].

2.4 RESULTS

As expected, larvae exposed to the seawater control had low number of
anomalies (<20%) (Fig. 2.1). In opposite, copper sulfate solutions showed the highest
toxicity among all treatments (up to 80%; Fig 2.1). Analysis of variance showed that
there are significant differences among treatments. Larvae exposed to copper sulfate
had the highest frequency of anomalies in comparison with others treatments (ANOVA,
Tukey; p<0.05). The synthetic compound at concentrations between 50 and 100 pg mL"
'was toxic to larvae and showed significant differences from the seawater control
(Tukey; p>0.05). In contrast, the compound at concentrations from 0.05 to 10 pg mL™
did not have toxicity significantly (p>0.05) different from that in seawater. Solvent
control was toxic at concentrations 100 and 50 pug mL™ (up to 50%), while lower
concentrations did not have significant toxicity (p>0.05). The ECs, for the development

larvae for compound was 56.34 pg mL™.
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Figure 2.1 Abnormal development larvae Lytechinus variegatus (%) subject to six
concentrations of the new antifouling compound 1-hydroxy-2-o0-acyl-sn-glycero-3-
phosphocholine. The asterisk (*) indicates that the results were significantly different
compared to seawater control (p <0.05, Tukey test). The data are the means of five
replicates.

2.5 DISCUSSION

Previously it was shown that a novel antifouling compound 1-hydroxy-2-o0-acyl-
sn-glycero-3-phosphocholine can be employed as alternative booster biocide in
antifouling paints composition [14]. This natural product was synthesized from soybean
lecithin [15], material that is very abundant and has low cost [28]. It was suggested that
the new antifouling agent is less toxic than traditional antifouling copper biocides.

This study demonstrated that at concentrations 0.05 — 10 pug mL™, 1-hydroxy-2-
o-acyl-sn-glycero-3-phosphocholine did not show significant toxicity to Lytechinus
variegatus larvae. Previously, it was demonstrated that this compound has antifouling
properties at concentrations 5- 10 pg mL™ (Costa RS, Instituto de Estudos do Mar
Almirante Paulo Moreira, Arraial do Cabo, RJ, Brazil personal communication). This
indicates that this compound will be not toxic for non-target organisms at effective
antifouling concentrations. In opposite, it was demonstrated that antifouling biocide
Diuron cause abnormalities on L.variegatus larvae at 2 pg.mL™ [22]. Commercial
booster biocides Sea-Nine 211 and Chlorothalonil at concentrations 1000-fold lower
than that tested in this study were toxic for the sea urchin Paracentrotus lividus and
interfered with its larval growth [29] and affected its embryonic development [19].
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Similarly, the ECso concentration of biocide Dichlofluanid to embryos of the sea urchin
Glyptocidaris crenularis is 0.2 pg mL™, indicating high toxicity [30]. Despite of above
mentioned examples, the environmental risk of booster biocides considered to be low
due their short half-life [31].

Our bioassay was performed with the synthetic analog of glycerophospholipids.
This lipid compound is not fully soluble in sea water, thus the compound was dissolved
in a mixture of solvents, such as methanol/chloroform/water (1/1/1 v/v) [32]. Our
experiments showed that the solvent control had similar toxicity to one observed to the
compound. Thus, the observed toxicity of L. variegatus larvae could be due to solvent
but not the substance. The chloroform has been shown to be toxic to some invertebrates,
such as Oryzias latipes [33], Artemia salina [34] and Daphnia magna [35]. In the future
paint applications, new synthetic antifouling glycerophospholipids will be dissolved
with solvent xilol, a high volatile organic solvent often used by paint industry, thus
reducing problems of possible toxicity of solvents.

As expected, copper sulfate caused significant abnormalities in the development
of L.variegatus larvae. Copper is a trace element fundamental for the functioning of all
organisms and highly toxic at high concentrations [36]. It has been shown that among
booster biocides (copper pyrithione, Irgarol 1051, dichlofluanid, tolylfluanid, and Sea
nine 211), copper pyrithione was found to be the most toxic, which affected embryonic
development of the sea urchin Strongylocentrotus intermedius at the concentration
0.010 ug mL™ [38]. In another study, embryos of the sea urchin Paracentrotus lividus
were sensitive to copper concentrations as low as 0.015 pg mL™[37]. Our findings
confirmed that copper biocide causes adverse effects in the sea urchin embryonic
development.

To summarize, our study suggested that synthetic antifouling agent 1-hydroxy-2-
o-acyl-sn-glycero-3-phosphocholine is not toxic at effective concentrations to larvae of
of non-target sea urchin species Lytechinus variegatus and less toxic that commonly
used biocide copper. In future studies it is necessary to determine the half-life,
environmental fate, possible negative environmental impacts and toxicity of this

synthetic compound its commercialization.
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Avaliacdo do composto “1-hidroxi-2-O-acil-sn-
glicero-3-fosfocolina” como possivel ferramenta de
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RESUMO

No presente estudo, o composto “1-hidroxi-2-O-acil-sn-glicero-3-fosfocolina” foi
utilizado como uma possivel ferramenta de controle quimico para as larvas do coral
exotico Tubastraea coccinea. As colbnias foram coletadas em Arraial do Cabo, Rio de
Janeiro, levadas para o laboratdrio, nos meses de julho e agosto quando ocorre liberagéo
de larvas dessa espécie. As larvas liberadas foram colocadas em placas de 24 pocos
imediatamente apds sua liberacdo, onde foram submetidas a cinco diferentes
concentracdes do composto “1-hidroxi-2-O-acil-sn-glicero-3-fosfocolina” (0.5, 5, 10, 50
and 100 pg.mL™) e trés controles (1:1:1 cloroférmio: metanol: 4gua pura; sulfato de
cobre e 4gua do mar). A mortalidade larvar de T.coccinea foi verificada no inicio do
experimento e ap6s 24 horas. O composto foi toxico para as larvas de T.coccinea na
concentracdo 100 pg.mL™ (35% de mortalidade) e ndo diferiu significativamente do
controle negativo (sulfato de cobre) (Tukey; p>0.05). Por outro lado, a mortalidade
larvar nas demais concentracdes variou de 10 (10 pg.mL™) a 3% (5 pg.mL™). A
concentracdo do composto que causa 50% de letalidade para as larvas de T.coccinea foi
de 142, 2 ug.mL™. Os solventes utilizados no controle positivo ndo apresentaram efeitos
deletérios para as larvas. Os resultados obtidos nesse estudo mostram que 0 composto
sintético pode ser uma alternativa como ferramenta de controle dessa espécie, ja que as
tintas anti-incrustantes apresentam eficacia limitada, no controle de T.coccinea em

estruturas artificiais.

Palavras-chave: Composto “1-hidroxi-2-O-acil-sn-glicero-3-fosfocolina”; Controle;

Larva; Tubastraea coccinea; Toxicidade.
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ABSTRACT

In the present study, the compound "1-hydroxy-2-O-acyl-sn-glycero-3-phosphocholine”
was tested to ascertain if it could be used as a possible tool for the chemical control of
larvae of the exotic coral, Tubastraea coccinea. The colonies were collected in Arraial
do Cabo, Rio de Janeiro, during the months of July and August, which is the spawning
period for this species, and taken back to the laboratory. The larvae were placed in 24
well plates immediately after the larval release, and subjected to five different
concentrations of "1-hydroxy-2-O-acyl-sn-glycero-3-phosphocholine™ (0.5, 5, 10, 50
and 100 pg.mL™) and three controls (1: 1: 1 chloroform: methanol: pure water, copper
sulphate and sea water). The larval mortality of T.coccinea was checked at the
beginning of the experiment and after 24 hours. The compound was toxic to T.coccinea
larvae at 100 pg.mL™ (35% mortality), not significantly different from the negative
control (copper sulphate) (Tukey test; p> 0.05). Furthermore, larval mortality at other
concentrations ranged from 10% (10 pg.mL™) to 3% (5 pg.mL-Y). The concentration of
the compound which caused 50% lethality for T.coccinea larvae was 142.2 pg.mL-1.
Solvents used in the positive control showed no deleterious effects on the larvae. The
results of this study show that this synthetic compound may be used as an alternative
control tool, as many antifouling paints have limited effectiveness in the control of

T.coccinea on artificial structures.

Keywords: Compound "1-hydroxy-2-O-acyl-sn-glycero-3-phosphocholine”; Control,
Larvae; Tubastraea coccinea; Toxicity.
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3.1 INTRODUCAO

A bioincrustacdo marinha ndo estd apenas associada as questfes econdmicas
referentes a industria naval, mas também é considerada um dos maiores vetores de
introducdo de especies invasoras (Minchin & Gollasch, 2003). Espécies invasoras sao
aquelas que estdo fora da sua distribuicdo natural e apresenta um potencial de
distribuicio em uma nova area (IUCN, 2000). Essas espécies invasoras sdo
consideradas um problema ecoldgico, pois podem afetar a integridade da comunidade e
alterar a biodiversidade (Sala et al., 2000). S&o ainda muitas vezes competitivamente
superiores e influenciam alguns mecanismos tais como, competicdo por espaco e
alimentacdo (Hellio et al., 2009). Esses organismos geralmente sofrem baixa taxa de
predacdo quando comparada com espécies nativas (Moreira & Creed, 2012); além de
alterar o funcionamento normal dos ecossistemas por alterar a ciclagem de nutrientes e a
produtividade (Vitousek,1990).

O coral sol Tubastraea coccinea (Lesson, 1829) € originario do Oceano Pacifico
Sul (Cairns, 2000), porém, atualmente pode ser considerada uma espécie cosmopolita
devido a sua introducdo em varias partes do mundo através da incrustacdo em
plataformas petroliferas e cascos de embarcacBes (Cairns, 1994; Sammarco et al.,
2008). Esse coral apresenta estratégias reprodutivas que facilitam a rapida colonizacéo e
expansdo para novos ambientes, tal como incubagéo das larvas (Richmond, 1997), altas
taxas de liberacdo de larvas, tempo prolongado das larvas na coluna d’agua, altas taxas
de recrutamento (De Paula, 2007), além de produzirem compostos alelopaticos (Lages
et al., 2009).

No Brasil esse coral foi reportado em 1980, observado primeiramente nas
plataformas da Bacia de Campos (Castro & Pires, 2001). Posteriormente, Tubastraea
coccinea se estabeleceu em costdes ao longo da costa brasileira (De Paula & Creed,
2004; Ferreira 2003; Creed 2006). Para evitar a sua expansao métodos de controle estdo
sendo utilizados.

As tintas anti-incrustantes sdo utilizadas para evitar a incrustacdo dos
organismos, porém a eficiéncia das mesmas é limitada no controle de espécies exoéticas
(Minchin et al., 2006). Recentemente, o glicerofosfolipidio PAF presentes em esponjas
marinhas Aplysina fulva, Amphimedon viridis, Arenosclera brasiliensis, Darwinella sp.,
Geodia corticostylifera apresentou potencial anti-incrustante (Batista et al.,
2015a).Apesar desses compostos apresentarem eficacia em conter a bioincrustacédo, a

obtencdo da biomassa necessaria para isolar esses compostos € inviavel j& que séo
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oriundos de organismos marinhos. Esse glicerofosfolipideo € encontrado em outros
organismos e vegetais marinhos e terrestres (Singh et al., 2013; Nishikawa et al., 2015)
e, com isso, a alternativa encontrada foi utilizar a lecitina de soja como matéria prima
devido ao seu baixo custo e a abundancia (Xu et al., 2011). Foi feito o composto
sintético e analogo aos glicerofosfolipidios encontrados em lecitina de soja e através de
testes em laboratdrio e campo foi verificada a eficacia desse composto (“1-hidroxi-2-O-
acil-sn-glicero-3-fosfocolina) no controle da bioincrustacdo (Batista et al., 2015b), e
por este motivo esse composto foi patenteado (US 8657943-B2,2014). Logo, o presente
estudo teve como objetivo testar o efeito toxico do biocida “l1-hidroxi-2-O-acil-sn-
glicero-3-fosfocolina” em larvas do coral sol T.coccinea, para possivel aplicagdo como

ferramenta de controle quimico dessa espécie invasora.
3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Tratamentos

Para a preparacdo da diluicdo dos controles e do composto, 10 litros de dgua do
mar foram coletados Ilha do Farol, Arraial do Cabo, Rio de Janeiro, Brasil
(23°00'04.77"S; 42°00'24.42"0). Posteriormente, a agua coletada foi filtrada em
laboratdrio utilizando filtro de acetato de celulose (0,45 Im, Millipore).

O controle positivo foi preparado utilizando a proporc¢édo de 1:1: 1 dos solventes
organicos cloroformio (Tedia) e metanol (Merck) além de agua pura (Millipore). Essa
foi preparada usando 2 ml de cada solvente. Os solventes foram escolhidos pela eficacia
na extracdo de lipidios com base no método de Folch (1957). O sulfato de cobre
(CuS0O,) (Reagen) foi usado como controle negativo, ja que esse composto tem sido
utilizado como biocida principal em tintas anti-incrustantes. O controle nulo consiste
em agua do mar filtrada.

Cinco concentragdes diferentes do composto foram preparadas a partir de uma
amostra mae 0,5; 5; 10; 50 e 100 pug.mL™. Para tal, 100 mg do composto foi pesado e
transferido para um baldo volumétrico de 1000 mL, adicionado a propor¢éo de 1:1:1 de
cloroférmio, metanol e agua pura (LC-MS) (2ml de cada solvente) e avolumado até 1
litro com &gua do mar, sendo considerada a solugdo “mée”. Essa solucdo “mae” foi
utilizada para a preparacdo das seis concentragdes do composto (0,05; 0,5; 5; 10; 50;
100 pg.mL™). Para o controle negativo foi pesado 100 mg de sulfato de cobre e

avolumado com agua do mar até 1000 mL, sendo a amostra mée usada para preparar as
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demais concentracfes. Similarmente, para o controle positivo foi utilizado a mesma
propor¢do de solventes usados nos tratamentos com a substdncia em diferentes

concentragoes.

3.2.2 Procedimento de coleta

Cerca de 30 colbnias de Tubastraea coccinea foram coleta na Ilha dos Porcos,
Arraial do Cabo — RJ — Brasil (23°57'58."S; 41°59'23'W), durante os meses de julho e
agosto de 2015 quando ocorre liberacdo de larvas da espécie (De Paula, 2007). As
colbnias foram retiradas do substrato com auxilio de espatula e marreta, armazenadas
em caixas térmicas. Posteriormente, os exemplares foram imediatamente levados para o
Laboratdério de Recursos Marinhos (LAREMAR) do Instituto de Estudos do Mar
Almirante Paulo Moreira (IEAPM), onde foram acondicionados em aquérios para a

realizacdo dos experimentos.

Figura 3.1 - Tubastraea coccinea. Foto: Terra, C.S.S.

3.2.3 Teste de toxicidade

As larvas liberadas pelas colonias foram colocadas em placas de 24 pocos
(Ciencor) contendo 2ml das concentragdes do composto (0.5 pug.mL™: 5 pug.mL™:10
ng.mL™: 50 pg.mL™*;100 pg.mL™) e de dois controles (sulfato de cobre e solventes).
Um total de quatro réplicas foi utilizado por tratamento, sendo incluidas cerca de dez
larvas em cada uma. A mesma quantidade de larvas e réplicas foi incluida no controle
nulo (agua do mar). A taxa de mortalidade e sobrevivéncia das larvas foi verificada em
microscopio estereoscdpico binocular (Zeiss, modelo KL 1500 LCD), ap6s vinte quatro

horas. Foram realizados trés bioensaios.

80



3.3 TRATAMENTO DOS DADOS

As premissas da homogeneidade das variancias e a normalidade dos dados
foram previamente verificadas atraves dos testes de Levene e Kolmogorov-Smirnov,
respectivamente. A porcentagem de mortalidade larvar de T.coccinea foi transformada
para arcoseno, visto que os dados ndo atenderam as premissas de normalidade e a
homogenidade das varidncias. Para verificar se as diferencas observadas sao
estatisticamente significativas entre os tratamentos foi testada através de uma andlise de
variancia fatorial (ANOVA). O teste Tukey foi utilizado para verificar as diferencas
significativas entre os diferentes tratamentos, usando nivel de significancia o = 0,05
(Zar, 1999). A andlise de Probitos foi usada para calcular a concentracdo letal para 50%
(CLsp) dos organismos testados (Finney, 1971). Todos esses testes foram realizados no
Software Statistic 7.0 (Statsoft, 2006).

3.4 RESULTADOS

A figura 3.2 mostra a mortalidade causada pelos diferentes controles e do
composto. Cerca de 1.110 larvas foram analisadas durante os experimentos. A
mortalidade larvar variou significativamente entre os tratamentos (ANOVA; F=12,220;
p<0.05). As maiores taxas de mortalidade foram verificadas nas concentra¢6es 100 e 50
ng.mL™? do composto (35% e 15%, respectivamente). A mortalidade larvar nessas
concentracdes foram significativamente maiores quando comparada ao controle nulo
(4gua do mar) e controle positivo (solventes) ( Tukey; p<0.05). N&o foram verificadas
diferencas significativas entre as demais concentragdes (10 pg.mL™; 5 pg.mL™;0.5
ug.mL™) e os controles (Tukey; p>0.05). A CLs, para as larvas de T.coccinea foi de
142, 2 pg.mL™. N&o foi observada diferenca significativa entre a porcentagem de larvas
mortas observadas nas concentracdes 100; 10; 5 e 0.05 pug.mL™ do composto quando
comparado ao controle sulfato de cobre (Tukey; p>0,05). Porém, na concentracdo 50
ng.mL™? foi observada diferenca significativa em relagdo as taxas de mortalidade
(Tukey ; p<0,05).

O controle negativo (CuSO4) foi toxico, causando de 15% (10 pg.mL™) até 50%
(100 pg.mL™ ) de mortalidade nas larvas. Uma diferenca significativa foi observada nas
concentracdes de 100 e 50 ug.mL™ quando comparado ao controle positivo ( solventes)

e controle nulo (agua do mar) (Tukey; p<0,05). Ndo foram observadas diferencas
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significativas nas demais concentracdes 10 pug.mL™; 5 pg.mL™*0.5 pg.mL™) quando
comparado aos controles (Tukey; p>0,05).
Né&o foi observada diferenca significativa entre o controle positivo (solvente) e o

controle nulo (dgua do mar) em todas as concentracdes (Tukey; p>0,05).
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Figura 3.2- Média e desvio padrdo da mortalidade de larvas (%) de T.coccinea
submetidas ao sulfato de cobre (controle negativo), ao composto “1-hidroxi-2-O-acil-
sn-glicero-3-fosfocolina”, aos solventes cloroférmio e metanol (controle positivo) e
agua do mar (controle nulo) em cinco diferentes concentracdes. O asterisco (*) indicam
tratamentos com diferencas significas em relacdo ao controle de 4gua do mar (p <0,05,
teste de Tukey).
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3.5 DISCUSSAO

O coral sol Tubastraea coccinea tem sido considerado uma praga no mundo
inteiro (Shearer, 2009), sendo um grande problema para o governo, gestores ambientais,
orgdos publicos e pesquisadores que visam encontrar eficientes formas de controle
dessa espécie invasora (Tachikawa, 2005). O presente estudo foi o primeiro a testar um
composto natural sintético como potencial forma de controle do coral sol. O novo
composto apresentou toxicidade as larvas de Tubastraea coccinea na maior
concentragéo testada (100 pg.mL™), similar ao encontrado no controle negativo (sulfato
de cobre) que é atualmente considerado um eficiente biocida (ICOMIA, 2006). Porém,
os efeitos negativos causados pelo cobre, que incluem infertilidade sdo amplamente
reportados na literatura (Negri & Heyward; 2001) e a reducdo do assentamento larvar
(Reichelt-Brushett & Harrison, 2000) de corais escleractineos. No presente estudo nao
foi verificado o assentamento larvar de T.coccinea ja que as larvar do coral podem ficar
de 3 a 14 dias na coluna d’agua até assentarem (Reyes-Bonilla et al., 1997 ), mas ja foi
visto que no ambiente natural o assentamento pode levar mais de 100 dias (Fenner,
2001). Contudo, o composto testado apresentou menor toxicidade quando comparado ao
sulfato de cobre na concentragdo 50 pg.mL™’ e maior eficdcia na inibicdo do
assentamento larvar para outras espécies em concentracdes entre 10 e 5 pug.mL™ (ver
capitulo 1). Em contrapartida, o sulfato de cobre nessas mesmas concentracdes nédo
inibiu de forma eficaz o assentamento larvar de outras espécies, causando apenas
mortalidade (ver capitulo 1). Esses resultados mostram que o composto “1-hidroxi-2-O-
acil-sn-glicero-3-fosfocolina” pode ser uma alternativa quando comparado ao sulfato de
cobre, ja que, em concentracdes menores, ele apresenta maior eficaciaem 10 e 5 pug.mL"
! em inibir o assentamento.

Um trabalho realizado com extrato bruto de Carijoa riisei mostra que ele atua de
forma tdxica para as larvas levando a mortalidade (Mizrahi, 2014). O composto que
causa tal efeito, no entanto, ainda ndo foi identificado e isolado. Com isso, 0 composto
“1-hidroxi-2-O-acil-sn-glicero-3-fosfocolina” torna-se uma alternativa viavel tendo em
vista a facilidade de sintese para aplicacdo em tintas.

Os resultados reportados na literatura mostram que os biocidas acessorios
comerciais (Diuron, Irgarol, Sea-Nine, Dichofluanid, Chlorothanoil, Zinco piritiona) séo
eficientes no controle da bioincrustagdo, mas apresentam elevada toxicidade para

diferentes espécies de corais nativos (Skeikh et al., 2009; Bao et al., 2011). O biocida
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Irgarol inclusive foi banido nas Bermudas devido a sua toxicidade aguda em recifes de
corais (Carbery et al., 2006). O composto testado, também apresenta toxicidade em
espécies nativas nas concentragdes 100 e 50 ug.mL™, porém, ndo foi observado o efeito
de letalidade nas demais concentracdes testadas no presente trabalho (10; 5;0.5pg.mL™)
(ver capitulo 2).

Apesar de esforcos e recursos disponiveis para estudar a introducéo de espécies
via bioincrustacdo marinha através de cascos de navios e plataformas (Ferreira et al.,
2006), os controles quimico utilizado ndo apresentam eficacia como as tintas a base de
tributilestanho (Martins & Vargas,2013), j& que esses organismos sao de facil
colonizacdo e expansdo (De Paula, 2007). As entidades governamentais e ambientais
devem procurar solugdes praticas para minimizar perdas ecolédgicas e econdémicas que
podem resultar da proliferacdo de espécies invasoras (Olenin et al., 2007).

Atualmente alguns estudos buscam formas alternativas de controle do coral
Tubastraea coccinea, que inclui experimentos com salinidade (Altvater et al., 2015) e
temperatura (Mizhari, 2008). O hipoclorito de sodio também foi testado em colbnias
dessa espécie, sendo uma outra alternativa de controle quimico (Altvater et al., 2016).
Mantellato et al. (2015) propdem um método alternativo utilizando envoltorios de
folhas de pléastico e rafia, onde ocorre a mortalidade das col6nias por falta de oxigénio,
alimento e/ou desgaste fisico. Outro método utilizado é a retirada manual das colbnias
em praias e recifes, seguida pela posterior utilizacdo de agua doce para matar as
col6nias (Moreira et al., 2014).

Tendo em vista os problemas causados por esse coral invasor, 0 presente estudo
pode auxiliar no controle quimico dessa espécie. Cabe ressaltar que os resultados foram
obtidos através de experimentos em laboratorio que nem sempre reproduzem o que
ocorre no ambiente, para uma futura aplicacdo do composto como uma possivel
ferramenta de controle outros experimentos devem ser realizados, como por exemplo,
testes em campo com placas contendo o composto em locais de ocorréncia do coral
T.coccinea para verificar se ocorreria a mortalidade das larvas. Além disso,
experimentos devem ser conduzidos com corais nativos para avaliar o efeito do

composto.
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I11. CONCLUSOES GERAIS

Os resultados do presente estudo indicaram que composto “1-hidroxi-2-O-acil-
sn-glicero-3-fosfocolina” sintético andlogo ao encontrado em esponjas marinhas é
toxico para as larvas dos diferentes organismos testados nas maiores concentragdes (>
50 pug.mL-1). Porém, em concentracBes menores o composto ndo causa letalidade para
as larvas (< 10 pg.mL-Y). Isso ressalta a importancia da realizagdo de testes de
toxicidade para a tomada de decisdes para a liberacdo de uma substancia quimica no
ambiente, mesmo tendo como base molecular uma substancia natural.

O composto inibiu de forma eficiente o assentamento larvar de Bugula neritina,
porém, o mesmo efeito de inibicdo ndo foi observado para as cipris de Amphibalanus
amphitrite.

Similar aos efeitos da toxicidade aguda causada pelo composto em B.neritina e
A.amphitrite, nos experimentos realizados com o0 ourico Lytechinus variegatus foi
verificado alteracfes no desenvolvimento embriolarval causada pelo composto nas
concentracdes mais elevadas (> 50 pg.mL-), e ndo foram detectados efeitos cronicos
nas demais concentracdes.

O composto estudado foi toxico para as larvas do coral invasor Tubastraea
coccinea nas mesmas concentracdes das larvas das diferentes espécies testadas. De uma
forma geral, 0 composto causou menos dano as larvas quando comparado ao sulfato de
cobre que é amplamente utilizado como biocida principal em tintas anti-incrustantes.

Os resultados obtidos nos diferentes ensaios com “l1-hydroxy-2-o-acyl-sn-
glycero-3-phosphocholine” em sua fase sélida, mostra que esse composto pode ser uma
boa alternativa como biocida auxiliar. A utilizacdo de matéria-prima de baixo custo,
como lecitina para sua sintese, a baixa toxicidade em organismos ndo-alvo e a eficiéncia
na inibicdo do assentamento larvar quando comparado ao cobre e outros biocidas
acessorios, faz com que esse composto possa ser uma boa alternativa de biocida auxiliar

nas tintas anti-incrustantes.
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IV. PERSPECTIVAS FUTURAS

As atividades realizadas no presente trabalho devem ser complementadas com
bioensaios utilizando faixas de concentracdes mais restritas, ja que no presente estudo
foram feitos testes com faixas mais abrangentes. Adicionalmente, pretende-se realizar
ensaios com organismos adultos, pois a sensibilidade das espécies é diferente quando
comparado aos estagios larvais.

No ambiente marinho esse composto pode interagir com outras substancias e
apresentar uma toxicidade ainda mais elevada, logo é importante avaliar a toxicidade do
composto “1-hidroxi-2-O-acil-sn-glicero-3-fosfocolina” com outros biocidas para
estimar efeitos sinérgicos. Outro aspecto de extrema importancia é a avaliacdo da meia-

vida desse composto para conhecer sua persisténcia no ambiente.
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