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RESUMO - Os recifes de corais sdo ecossistemas tropicais de alta biodiversidade
que protegem zonas costeiras, sustentam economias e abrigam inumeras espécies
marinhas. Contudo, sofrem impactos de contaminantes quimicos, como a
benzofenona-3 (BP-3), filtro solar associado ao branqueamento coralino pela
perda de zooxantelas. Este estudo avaliou efeitos fisiologicos em Seriatopora
caliendrum expostos a BP-3 em diferentes concentragéoes (0.3, 1.3, 2.5, 5, and 10
mg L), além dos controles (Controle, 0,3% DMSO). Observou-se reducdo
significativa na densidade de zooxantelas e nos niveis de clorofila a, além de
aumento dos valores de RGB em concentracoes elevadas, evidenciando
branqueamento progressivo. Os resultados confirmam a toxicidade da BP-3 e
refor¢am seu potencial risco ambiental aos recifes.

Palavras-chave: Filtros Solares; Branqueamento em corais; Poluicdo Marinha;
Benzofenona; Zooxantelas.

ABSTRACT — Coral reefs are tropical ecosystems of high biodiversity that protect
coastal zomes, support economies, and provide habitat for numerous marine
species. However, they are increasingly impacted by chemical contaminants such
as benzophenone-3 (BP-3), a sunscreen agent associated with coral bleaching
through the loss of zooxanthellae. This study evaluated the physiological effects of
BP-3 on Seriatopora caliendrum exposed to different concentrations (0.3, 1.3, 2.5,
5, and 10 mg L), in addition to controls (Control and 0.3% DMSO). Significant
reductions in zooxanthellae density and chlorophyll a levels were observed, along
with increased RGB values at higher concentrations, indicating progressive
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bleaching. The results confirm the toxicity of BP-3 and highlight its potential
environmental risk to coral reef ecosystems

Keywords: Sunscreen; Coral bleaching; Marine pollution; Benzophenone;
Zooxanthellae.

1 INTRODUCAO

Os recifes de corais sdo ecossistemas marinhos tropicais de cores vibrantes, de grande
importancia para comunidades costeiras e para a biodiversidade marinha [1]. Eles
desempenham papel fundamental como habitat e fonte de sustento para uma ampla variedade
de espécies, além de fornecerem alimento para milhdes de pessoas € movimentarem a
economia, contribuindo com cerca de 375 milhdes em bens e servigos por meio de atividades
como pesca e turismo. Além disso, auxiliam na prote¢ao de regides costeiras contra inundagdes,
erosdao e impactos de tempestades [2] [3]. Estima-se que os recifes reduzam em até 97% a
energia das ondas antes que estas atinjam areas tropicais, onde vivem muitas comunidades

humanas [4].

Apesar de sua relevancia, algumas espécies de corais ndo sdo totalmente
autossuficientes, pois dependem de uma relagdo simbidtica com microalgas do género
Symbiodinium, conhecidas como zooxantelas [5]. Essas microalgas vivem no interior dos
tecidos de alguns cnidarios e fornecem a maior parte da energia por meio da fotossintese. Essa
relacdo ¢ crucial para o crescimento e a formacao dos recifes, mas, sob condi¢des de estresse,
como aumento da temperatura dos oceanos ou polui¢do quimica, os corais podem expulsar as
zooxantelas em um processo conhecido como branqueamento [6]. Esses organismos vém sendo
fortemente impactados por poluicdo marinha, sobrepesca e mudancgas climaticas. Embora a
elevagdo da temperatura e a acidificagdo dos oceanos sejam fatores amplamente estudados no
branqueamento, a poluicdo quimica também contribui de forma significativa para esse

fendmeno [7].

Uma dessas substancias poluentes provém do uso de protetores solares, indispensaveis
principalmente durante a exposi¢do solar em praias, ja que os raios UV em excesso causam
fotoenvelhecimento e cancer de pele [8]. Para minimizar esses efeitos, foram desenvolvidos

filtros UV, cuja principal molécula bloqueadora da radiacdo solar ¢ a benzofenona-3. Devido a
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sua alta capacidade de absor¢ao dos raios UVA e UVB, essa substancia ¢ facilmente detectada
tanto em fluidos corporais quanto no meio ambiente, ja que ndo ¢ completamente removida em
estacdes de tratamento de agua [9]. Estima-se que cerca de 14 mil toneladas de filtros solares
contendo benzofenona-3 sejam liberadas nos oceanos a cada ano, atingindo habitats recifais.
Como medida de protegdo, regides com dreas de conservacdo, como o Havai, proibiram por lei

0 uso de cosméticos que contenham essa substancia [10].

Quando a oxibenzona entra em contato com colonias de corais, os organismos mais
afetados ndo sdo os corais diretamente, mas as zooxantelas. Isso ocorre porque a benzofenona-
3 induz a produgdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (ROS) [11], que danificam suas
células e comprometem o processo de fotossintese. Como consequéncia, essas microalgas
deixam de fornecer nutrientes essenciais, como glicose ¢ aminodcidos, necessarios ao
metabolismo, crescimento ¢ sobrevivéncia dos corais [12]. Além do estresse oxidativo, a
benzofenona-3 provoca danos estruturais ao DNA, fazendo com que as zooxantelas percam a
capacidade de sustentar a simbiose, resultando em sua expulsao dos tecidos coralineos. A perda
dessas microalgas leva ao branqueamento, tornando os corais transliicidos e expondo seu
esqueleto de carbonato de calcio, antes recoberto por tecidos vivos, o que pode culminar na

morte dos organismos [13].

A preservacdo dos recifes de corais ¢, portanto, de extrema importancia. Esses
ecossistemas vém sofrendo degradacgdes significativas e permanecem constantemente sob
ameaca devido a fatores antropicos, como a polui¢do quimica por benzofenona-3. Além de
causar impactos negativos sobre organismos marinhos, essa substancia também estd associada

a efeitos adversos a saide humana, incluindo distarbios hormonais ¢ danos celulares.

Este estudo tem como objetivo avaliar os efeitos fisiologicos da benzofenona-3,
substancia fotoprotetora presente em filtros solares, sobre o coral Seriatopora caliendrum. Para
isso, foram utilizadas técnicas como andlise de cor por meio de RGB, quantificagdo da

densidade de zooxantelas e determinac¢ao de clorofila a.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Protocolo Experimental

Amostras do coral Seriatopora caliendrum foram colocadas em tanques experimentais
(sete aquarios de vidro, com capacidade de 7 L cada, preenchidos com agua do mar
reconstituida) e submetidas a um periodo de aclimatacdo de uma semana. Os aquarios foram
mantidos em aquecimento indireto (banho-maria), utilizando um aquecedor de 100 W, de modo
a garantir estabilidade térmica. A circulagdo da adgua foi assegurada por uma bomba de fluxo

de 1000 L/h, promovendo renovagdo constante e manutengao da qualidade do ambiente.

Durante o periodo de aclimatagdo, os pardmetros da agua foram monitorados
diariamente, incluindo salinidade (34), temperatura (26 °C), pH (8,2) e alcalinidade, a fim de
manter condigdes adequadas ao desenvolvimento dos corais. A iluminagdo foi mantida em
intensidade aproximada de 80 a 90 umol quanta/m?/s, simulando um ambiente adequado a

fotossintese das zooxantelas.

Os grupos experimentais foram compostos por: controle, controle do solvente (0,3%
DMSO) e tratamentos com o composto em diferentes concentragdes (0,3; 1,3; 2,5; 5 ¢ 10 mg
L1). Cada grupo foi replicado, e em cada aquario foram alocadas oito amostras de corais (n =
8), totalizando 56 amostras (n = 56). A exposicao foi conduzida durante 96 horas. As trocas de

agua foram realizadas a cada 24 horas ao longo de todo o experimento.

2.2 Contagem de Zooxantelas

Para a extracdo do tecido, um pequeno fragmento de esqueleto recoberto por tecido foi
colocado em um tubo Eppendorf de 1,5 mL. A remog¢ao do tecido do esqueleto foi realizada
utilizando um air brush com tampao de homogeneizacao, garantindo que a maior quantidade
possivel de tecido fosse transferida para o tubo. Posteriormente, o material homogeneizado foi
vortexado e distribuido em trés novos tubos Eppendorf (1,5 mL): 70 uL para zooxantelas, 70

uL para clorofila e 110 uL para proteinas.

As amostras destinadas a clorofila e as zooxantelas foram armazenadas em freezer a -
20 °C, enquanto aquelas destinadas as proteinas foram mantidas em ultrafreezer a -80 °C, até

sua determinagao.
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Para a quantificacdo da densidade de zooxantelas, as amostras previamente armazenadas
foram descongeladas, vortexadas e 10 uL da solugdo foram pipetados em uma camara de

Neubauer. A densidade celular foi determinada de acordo com a seguinte férmula:
Numero de zooxantelas por mL = (n° de zooxantelas/4) * 10* * valor da dilui¢ao

¢ O denominador 4 corresponde ao nimero de quadrantes analisados;
e O fator 10* refere-se ao valor de conversao para mL;
O numero total de zooxantelas foi obtido dividindo a densidade calculada pela

concentrag@o de proteinas.

2.3 Clorofila a

Para a determinacdo da clorofila a, 45 pL do homogeneizado foram diluidos em 955 pL
de etanol em um tubo Eppendorf de 1 mL. O branco foi preparado com 45 pL de 4gua do mar
reconstituida e 955 pL de etanol.

As amostras foram armazenadas em geladeira por 24 horas e submetidas a
homogeneizag¢do em vortex trés vezes, em intervalos de oito horas, até completar o periodo de
incubagdo. Apos esse tempo, as amostras foram centrifugadas a 5200 rpm por 5 minutos.

Em seguida, 1 mL do sobrenadante foi transferido para uma cubeta de quartzo de 1 mL,
e as leituras foram realizadas em espectrofotometro, previamente calibrado com o branco. As
absorbancias foram registradas em dois comprimentos de onda: 660 nm e 750 nm. Apds cada

leitura, a cubeta foi lavada com etanol e seca antes da leitura seguinte.

2.4 Analise de branqueamento (RGB)

Para a analise por RGB, as amostras de corais, apos serem retiradas dos tanques
experimentais, foram levadas a uma caixa de luz fotografica e fotografadas com uma camera
profissional (Canon EOS 77D) e lente (SIGMA DC 18-200mm 1:3.5 — 6.3), adaptando o
protocolo descrito por Hirayama et al. (2017), conforme observado na Tabela 1.

Apos a obtengdo das imagens de todas as amostras dos diferentes grupos experimentais,
os arquivos foram transferidos para um computador e processados individualmente no software
Adobe Photoshop CC. Inicialmente, cada fragmento de coral foi selecionado utilizando a

ferramenta “Selecdo rapida” .
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Tabela 1: Configuragoes da camera utilizadas para a captura da imagem.

CONFIGURACAO
Sensibilidade 1ISO ISO 6400
Velocidade do obturador 1/400 s
Abertura /6.3
Balango de branco Automatico
Qualidade da imagem JPG, alta qualidade
Tamanho da imagem Grande 6000 x 4000 pixels
Modo de foco Manual
Controle de imagem Padrdo

Em seguida, no menu superior do programa, foram aplicados os comandos Imagem —
Filtro — Destaque — Média. Por meio da ferramenta “Sele¢do de cor” , foram obtidos os
valores médios dos canais R (vermelho), G (verde) e B (azul).

Esse método permite avaliar o branqueamento dos corais a partir da intensidade da cor.
Valores mais proximos de zero indicam corais saudaveis, enquanto valores mais elevados

indicam maior grau de branqueamento.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se uma redugao significativa na densidade de zooxantelas concomitante com
o aumento da concentracdo de benzofenona-3. Os grupos Controle e DMSO apresentaram as
maiores densidades celulares, com valores médios superiores a 8.000 células mm?, ndo
apresentando diferencas significativas entre si. A partir da concentra¢do de 0,3 mg L',
verificou-se uma diminui¢do significativa na densidade de zooxantelas, indicando um possivel
efeito toxico em baixas concentragdes. As concentracdes de 1,3 e 2,5 mg L' apresentaram
redugdes ainda mais acentuadas, com médias inferiores a 2.500 células mm?. Nas concentracdes
de 5,0 e 10,0 mg L', os menores valores de densidade celular foram registrados, com diferencas

estatisticas em relacdo ao controle (Figura 1).
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Figura 2: Numero de zooxantelas (células mm?) em S. caliendrum expostas a diferentes concentragoes
de benzofenona-3 (0,3, 1,3; 2,5; 5,0 e 10 mg L'I) e os controles (controle e 0,3% DMSQO). Letras
diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos (P<0,05).
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Os resultados demonstram que a concentracao de clorofila a foi mais elevada no grupo
Controle, diferindo estatisticamente da maioria dos demais tratamentos. O grupo DMSO
apresentou valores intermediarios, estatisticamente semelhantes ao Controle e superiores aos
demais tratamentos com Benzofenona-3, indicando que o solvente por si s6 ndo promoveu

alteracdes significativas na densidade de clorofila a (Figura 2).

Com o aumento da concentracdo da Benzofenona-3 para 0,3; 1,3 e 2,5 mg L™}, verificou-
se uma reducao progressiva nos niveis de clorofila a, com diferencas significativas em relagao
ao Controle. Essa diminuicao sugere perda gradual do pigmento fotossintético, provavelmente
relacionada a reducdo do nimero de zooxantelas e/ou a degradag@o da maquinaria fotossintética

diante do estresse quimico.

O tratamento com 5 mg L' apresentou os menores valores de clorofila a, diferindo
significativamente de todos os demais grupos. Esse resultado evidencia um quadro severo de
branqueamento, no qual a concentragdo de pigmentos fotossintéticos foi drasticamente

reduzida, refletindo um comprometimento acentuado da simbiose coral-zooxantela. Ja o
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tratamento 10 mg L' ndo foi inserido no grafico, pois devido a perda severa de tecido coralineo,

ndo foi possivel medir a concentragao de clorofila a.

De maneira geral, a reducdo da clorofila @ com o aumento da concentracdo da
Benzofenona-3 estd de acordo com os padrdes classicos descritos para o branqueamento
coralino, nos quais tanto a perda de simbiontes quanto a diminuicdo dos pigmentos

fotossintéticos contribuem para a resposta de estresse [14] [15].

Figura 2: Clorofila a (ug por mg de proteina) em S. caliendrum expostas a diferentes concentragoes
de benzofenona-3 (0,3, 1,3; 2,5; 5,0 e 10 mg L'I) e os controles (controle e 0,3% DMSQO). Letras
diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos (P<0,05).
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A avaliacdo dos valores de vermelho (R), verde (G) e azul (B) possibilitou estimar
visualmente o nivel de branqueamento dos corais expostos a diferentes concentragdes da
Benzofenona-3. Verificou-se que as médias de RGB permaneceram relativamente baixas e
proximas entre os grupos Controle; DMSO; 0,3 e 1,3 mg L', o que sugere auséncia de

branqueamento evidente nesses tratamentos (Figura 3).

Com o aumento das concentragdes para 2,5; 5 e 10 mg L!, observou-se um aumento

significativo nos valores de RGB, sobretudo no canal vermelho (R), seguido dos canais verde
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(G) e azul (B). O tratamento de 10 mg L' exibiu os maiores valores de RGB, diferindo

estatisticamente dos demais grupos, o que indica um branqueamento mais intenso (Figura 3).

Figura 3: Valores médios dos canais de cor vermelho (R), verde (G) e azul (B) obtidos a partir da
andlise de imagens em S. caliendrum expostas a diferentes concentragoes de benzofenona-3 (0,3; 1,3;
2,5; 5,0 e 10 mg L-1) e os controles (controle e 0,3% DMSO). Letras diferentes indicam diferenca
estatistica entre os grupos (P<0,05).
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4 CONCLUSAO

As diferentes concentragdes de benzofenona-3 apresentaram efeitos deletérios sobre
Seriatopora caliendrum. Foi observado que, mesmo em baixas concentragdes (1,3 mg L), a
densidade de zooxantelas e os niveis de clorofila a foram reduzidas, comprometendo a
capacidade fotossintética e levando ao branqueamento progressivo. Observou-se que
concentragcdes mais altas do composto intensificaram esses efeitos, refletidos também nos
aumentos dos valores de RGB, evidenciando visualmente a perda de pigmentos e o estresse dos
corais. O grupo controle e o grupo DMSO ndo causaram alteragdes significativas, confirmando
que os efeitos observados sdao decorrentes da benzofenona-3. Esses achados reforcam que a

exposicao a este composto pode prejudicar a saude dos recifes, destacando a importancia de
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avaliar continuamente seus impactos ecotoxicologicos e de adotar medidas preventivas de

protecdo ambiental.
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