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RESUMO

Os parabenos sdo ésteres do acido p-hidroxibenzdico amplamente utilizados como
conservantes em cosméticos, produtos de higiene pessoal e farmacéuticos, devido a sua
comprovada acao antimicrobiana e a estabilidade em formulagdes. Apesar de sua popularidade
industrial, preocupagdes crescentes sobre seus possiveis efeitos adversos a saide humana tém
incentivado pesquisas sobre sua toxicidade, especialmente no tecido cutaneo, onde o contato
direto e prolongado ¢ mais frequente. Evidéncias sugerem que os parabenos podem induzir
efeitos estrogénicos, danos celulares e estresse oxidativo, motivando a necessidade de
compreender seus impactos em nivel celular. Este estudo teve como objetivo investigar a
citotoxicidade e os efeitos pro-oxidativos dos principais parabenos utilizados em formulagdes
comerciais — metilparabeno, etilparabeno, propilparabeno e butilparabeno — sobre
queratinocitos humanos (linha HaCaT), em diferentes concentracdes (0,07 a 2,5 pg/mL) e
tempos de exposicao (24h, 48h e 72h). Foram realizados ensaios de viabilidade celular, ensaio
de MTT para avaliar a atividade metabolica, ensaio de liberagdo de LDH como marcador de
integridade da membrana celular, analise de espécies reativas de oxigénio (ROS) para mensurar
o estresse oxidativo, além do calculo do tempo de duplicagdo da populagdo celular (TDDP)
como parametro proliferativo. Os resultados demonstraram um padrao de resposta tempo e
dose-dependente. Nas primeiras 24 horas, os efeitos foram menos pronunciados, com algumas
concentracdes induzindo inclusive leve aumento da viabilidade celular, possivelmente
associado a um efeito proliferativo transitorio. No entanto, a partir de 48h e, mais
acentuadamente em 72h, observou-se reducdo significativa da viabilidade celular nas
concentragdes mais elevadas. O aumento expressivo na liberagdo de LDH apo6s 72h em
concentragdes elevadas confirmou a perda da integridade da membrana plasmatica, enquanto o
aumento na produg¢do de ROS, especialmente em células expostas ao propilparabeno e
butilparabeno, sugere que o estresse oxidativo ¢ um dos principais mecanismos envolvidos na
toxicidade induzida por esses compostos. Esses achados foram corroborados pela analise do
tempo de duplicagdo celular, que demonstrou significativo prolongamento do TDDP apos 72
horas de exposi¢do, indicando inibi¢ao da proliferagdao celular. Esses resultados ndo apenas
corroboram dados da literatura que associam os parabenos de cadeia longa a maior toxicidade
celular e potencial estrogénico, como também oferecem novas evidéncias sobre seus efeitos
prejudiciais em células epiteliais humanas. Considerando a ampla exposi¢do cutanea aos

parabenos por meio de produtos de uso didrio, os achados deste estudo sugerem que a seguranca



do uso continuo desses compostos deve ser reavaliada, especialmente em populacdes mais

sensiveis.

Palavras-chave: Parabenos; Queratindcitos; Toxicidade cutanea; Estresse oxidativo;

Proliferacao celular; Seguranca cosmética; Citotoxicidade.



ABSTRACT

Parabens are esters of p-hydroxybenzoic acid widely used as preservatives in cosmetics,
personal care products, and pharmaceuticals due to their proven antimicrobial activity and
formulation stability. Despite their industrial popularity, growing concerns regarding their
potential adverse effects on human health have stimulated research into their toxicity,
particularly in skin tissue, where direct and prolonged contact is more frequent. Evidence
suggests that parabens may induce estrogenic effects, cellular damage, and oxidative stress,
reinforcing the need to understand their impacts at the cellular level. This study aimed to
investigate the cytotoxic and pro-oxidative effects of the main parabens used in commercial
formulations — methylparaben, ethylparaben, propylparaben, and butylparaben — on human
keratinocytes (HaCaT cell line), at different concentrations (0.07 to 2.5 pg/mL) and exposure
times (24h, 48h, and 72h). Cell viability assays, the MTT assay to evaluate metabolic activity,
the LDH release assay as a marker of membrane integrity, and reactive oxygen species (ROS)
analysis to measure oxidative stress were conducted, along with the calculation of population
doubling time (PDT) as a proliferation parameter. The results demonstrated a time- and dose-
dependent response pattern. In the first 24 hours, the effects were less pronounced, with some
concentrations even inducing a slight increase in cell viability, possibly associated with a
transient proliferative effect. However, from 48 hours onwards — and more notably at 72 hours
— a significant reduction in cell viability was observed at higher concentrations. A marked
increase in LDH release after 72 hours at elevated concentrations confirmed the loss of plasma
membrane integrity, while increased ROS production, particularly in cells exposed to
propylparaben and butylparaben, suggests that oxidative stress is one of the main mechanisms
involved in the toxicity induced by these compounds. These findings were supported by the
population doubling time analysis, which showed a significant extension of PDT after 72 hours
of exposure, indicating inhibition of cell proliferation. These results not only corroborate
existing literature associating long-chain parabens with greater cytotoxicity and estrogenic
potential, but also provide new evidence of their harmful effects on human epithelial cells.
Considering the widespread dermal exposure to parabens through daily-use products, the
findings of this study suggest that the safety of continuous use of these compounds should be

re-evaluated, especially in more sensitive populations

Keywords: Parabens; Keratinocytes; Skin toxicity; Oxidative stress; Cell proliferation;

Cosmetic safety; Cytotoxicity
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® - Marca registrada
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1. INTRODUCAO

1.1 Historico

Ha registros do uso de cosméticos a mais de 30.000 anos. Seu uso era dividido entre
tintas para pinturas em pedras e pinturas corporais para rituais. Ao longo do tempo esses
produtos foram refinados e seu uso altamente difundido em todo o mundo, sendo dividido e
especificado para cada necessidade de quem o usa, como produtos para cabelos, corporais,
maquiagem, cuidados em geral (QUERINO; SILVA, 2018) (AUBERT et al.,, 2012). Ao longo
do tempo, a incorporacdo de minérios e outros ativos quimicos buscando diferentes efeitos
cosméticos entraram em conflito com a baixa durabilidade natural de tais materiais ainda mais
sofrendo contaminagdo cruzada a microbiota natural da pele (QUERINO; SILVA, 2018). Viu-
se entdo a necessidade de introduzir ativos conservantes a esses produtos com a finalidade de
aumentar a durabilidade e a resisténcia a fungos e bactérias nestes produtos (OLIVEIRA et al.,
2007). Os conservantes, além de proteger o produto contra a deterioragdo, sdo essenciais para
assegurar a seguranca do consumidor, evitando danos a saide (HOPPE, 2017). E nas
formulacdes cosméticas, as substancias que mais causam dermatites de contato e alergias, estao

os parabenos (JEWELL et al., 2007).

Devido sua propriedade fisico-quimica favoravel, como pequenos cristais incolores,
sem cheiro ou sabor, sua atividade sob uma ampla faixa de pH e boa compatibilidade apos
mistura com diversas matérias-primas, os parabenos sdo os ingredientes mais prevalentes,
depois da dgua, nos cosméticos, produtos de cuidados pessoais e na formulagdo de diversos
farmacos (JANJEA et al., 2007). No passado, também faziam parte da composicao de inje¢des
e preparagdes oftalmoldogicas (PETRIC; RUZIC; ZUNTAR, 2021; JEWELL et al., 2007). Sao
encontrados em preparagdes topicas comumente associados a cosméticos, entretanto, alguns

parabenos sdao facilmente encontrados em diversas formulagdes medicamentosas atualmente

(Tabela 1) (PETRIC et al., 2021).



Tabela 1 - Formulacdes farmacéuticas com o uso de metilparabeno e propilparabeno

Concentragao (%)

Aplicagdes
Metilparabeno Propilparabeno
Inje¢des (i.m.; i.v.; s.c.) 0,065-0,25 0,005-0,2
Solugdes inalantes 0,025-0,07 0,015
Inje¢des intradérmicas 0,10 0,02-0,026
Solugdes nasais 0,033 0,017
Preparacdes oftalmologicas 0,015-0,02 0,005-0,01
Solugdes orais e suspensdes 0,015-0,02 0,01-0,02
Preparagdes retais 0,1-0,18 0,02-0,1
Preparacdes topicas 0,02-0,3 0,01-0,6
Preparacdes vaginais 0,1-0,18 0,02-0,1

i.m. - intramuscular; i.v. - intravenoso; s.c. - subcutaneo.

Fonte: PETRIC et al., 2021

1.1 Propriedades Quimicas e Mecanismo de A¢ao dos Parabenos

Como descrito por Darbre e colaboradores (2004), os parabenos sdo compostos usados
amplamente em produtos farmacéuticos, alimentos € em beleza e higiene pessoal por sua agao
conservante. Atuam inibindo a proliferacdo de bactérias, leveduras e fungos, e ndo exercem
interagdo com outros compostos quimicos da formula presente nos produtos por possuir uma
alta estabilidade quimica, além de ser considerados biodegraddveis, ter baixo custo de
comercializacdo e aceitacdo regulatoria (BLEDZKA et al., 2014). A obtencao dos compostos
¢ devido a uma reacdo de esterificagdo do acido p-hidroxibenzoico (pHBA) com alcool em
meio acido. S3o compostos de caracteristicas incolor e inodoro, sendo resistentes a diferentes

faixas de pH e variadas temperaturas (LAKERAM, 2007; TAVARES & PEDRIALI, 2011).

Os parabenos encontrados com mais frequéncia em produtos incluem o metilparabeno,
no qual ¢ o mais comum, com ampla atividade contra bactérias e fungos; o etilparabeno ¢ muito
eficaz contra bactérias Gram-positivas e Gran-negativas; propilparabeno ¢ o menos utilizado,
mas possui boa atividade contra fungos e o butilparabeno ¢ o menos eficaz em comparagao aos
parabenos anteriores, entretanto possuem boa solubilidade em 6leos. O comprimento de sua
cadeia alquila aumenta seu potencial antibacteriano e a dependéncia da quantidade de produtos
quimicos necessarios para dissolver-se na agua também o influenciam. Por outro lado,

parabenos de cadeia curta, como butilparabeno (BuP), propilparabeno (PrP), etilparabeno (EtP)



e metilparabeno (MeP), sdo comumente usados na industria (QUERINO & SILVA, 2018) (LU
et al.,, 2019). Na Figura 1 estd ilustrando as estruturas quimicas dos parabenos estudados neste
trabalho. Seguindo seus nomes populares, respectivamente, acido p-hidroxibenzoico (estrutura
1), metilparabeno (estrutura 2), etilparabeno (estrutura 3), propilparabeno (estrutura 4) e

butilparabeno (estrutura 5).

(o) OH (@) (@] (0]
OH (1)
Oé O
OH

@)

OH (2) OH (3)

(4) OH ®)

Figura 1 — Formulas estruturais dos principais parabenos encontrados em formulac¢oes
cosméticas. (1) acido 4-hidroxibenzodico; (2) 4-hidroxibenzoato de metila; (3) 4-
hidroxibenzoato de etila; (4) 4-hidroxibenzoato de propila; (5) 4-hidroxibenzoato de burila.

Fonte: Proprio autor, 2024.

Comercialmente os parabenos sdo encontrados em forma de cristais ou pos-cristalinos
brancos, sdo compostos moleculares com caracteristicas neutras, € apresentam ponto de
ebulicdo de aproximadamente 270°C (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2019). Na tabela 2,
exibe as caracteristicas fisico-quimicas dos parabenos e a solubilidade dos compostos em

diferentes tipos de solvente.



Tabela 2 - Propriedades dos principais parabenos para formulagdes cosméticas.

Metilparabeno  Etilparabeno Propilparabeno Butilparabeno

Férmula C8H803 C9H1003 CI10H1203 C11H1403
molecular
Peso 152,15 166,17 180,20 194,23
molecular
Ponto de 270-280°C 297-298°C - -
ebulicao
Ponto de 131°C 116°C 96-97°C 68-69°C
Fusao
Solubilidade = Metanol, etanol, Metanol, Metanol, etanol, Metanol,
propilenoglico, etanol, propilenoglicol, etanol,
6leo de propilenoglicol, 6leo de propilenoglicol,
amendoim, oleo de amendoim, oleo de
acetona, amendoim, acetona, amendoim,
benzeno, éter, acetona, benzeno, éter, acetona,
tetracloreto de benzeno, éter, tetracloreto de benzeno, éter,
carbono, tetracloreto de carbono, tetracloreto de
glicerol quente, carbono, ligeiramente em  carbono, muito
agua. glicerina, 4gua.  agua fervente, soluvel em
agua. cloroférmio,

glicerina agua.
Solubilidade 2,13+0,12 1,16 + 0,21 0,37+0,03 0,158 £0,014

em agua

Fonte: TOXINET et al., 2013.

Os parabenos ja foram considerados seguros em humanos devido sua rdpida
metabolizacdo e por nao acumular no corpo humano. Contudo, ¢ perceptivel o aumento de
estudos que relatam os efeitos prejudiciais tais como a disrup¢do enddcrina, devido a um
potencial interferéncia na produg¢do de hormoénios, como estrogénio e testosterona. Outros
estudos também associaram a exposi¢do a parabenos ao a elevacdo do risco de

desenvolvimento de cancer de mama e prodstata, além da toxicidade reprodutiva que podem
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ocasionar em efeitos negativos na fertilidade feminina e masculina, como também no
desenvolvimento do feto. Outro fator ¢ o relato de alguns individuos apresentarem reacdes
alérgicas tanto no local de aplicagdo quanto em outras regides do corpo, identificados pelo
surgimento de eritema, edemas e secre¢des (HOPPE; PAIS, 2017; Y. Zhao, Y. Liu, Y. Chen ef
al.,2021).

1.2 Mecanismo De Ac¢ao Dos Parabenos em Microorganismos

Por possuir um mecanismo de agcdo antimicrobiana complexo, algumas partes ainda ¢é
desconhecido. Entretanto, ¢ confirmado que microorganismos como bactérias e fungos quando
expostos a presenca dos parabenos podem sofrer algumas inibi¢cdes dos processos celulares
microbianos esséncias para sua sobrevivéncia. Uma delas ¢ a inibigdo da sintese de DNA
(INGOLF et al., 1983; ZOUQI et al., 2024), uma vez que os parabenos penetram na célula
microbiana e se ligam a uma enzima importante para a replicacdo e transcricdo do DNA, a DNA
girase. Essa ligacdo interfere diretamente na sintese de RNA e proteinas, impedindo o

crescimento e proliferagdo microbiana (NES & EKELUND, 1983).

Os parabenos também atuam na disrupc¢ao da fungao da membrana celular, alterando a
permeabilidade da membrana (FREESE et al., 1973; KAMARAIJU et al., 2008). O que leva ao
influxo de ions e moléculas indesejaveis ao interior celular (MA & MARQUIS, 1996). Essa
disfuncdo também pode fazer com que a célula microbiana perca compostos intracelular
essenciais, como adenosina trifosfato e aminoacidos. Por suposto, também inibem a respiragao
celular inibindo as principais enzimas envolvidas na respira¢gdo como a piruvato oxidase e a
ATP sintase. Logo, tem-se a reducdo da producdo da principal fonte de energia, o ATP,
comprometendo o metabolismo energético microbiano (FREESE ef al., 2008). Com a
modulagdo da resposta ao estresse oxidativo induzido pelos parabenos resulta na produgdo de
especies reativas de oxigénio (ROS), no qual o acimulo de ROS pode danificar o DNA,
proteinas e lipidios celulares, contribuindo para a morte celular microbiana (SALES et al.,

2022).

Contudo a atividade antimicrobiana pode ser influenciada por alguns fatores, como o
tipo de parabeno usado na composi¢do. O metilparabeno e propilparabeno geralmente possuem
uma maior atividade antimicrobiana comparada aos demais. A especie microbiana também ¢
um fator, uma vez que a sensibilidade do microorganismo ao parabenos ¢ uma variavel

consideravel, ja que Gram-positivas s3o mais sensiveis que Gram-negativas (FERNANDES et



al, 2013). O aumento da concentragdo do parabeno também esta diretamente relacionada ao

aumento da atividade microbiana tao quando as condi¢des do pH que otimiza, em ambientes

acidos, a atividade dos parabenos (SALES et al., 2022).

1.3 Exposicio Humana e Absorc¢ao dos Parabenos

A saiude humana depende intrinsecamente da homeostase onde hormonios atum como
mensageiros quimicos, regulam inimeras fungdes fisioldgicas e tal regulacdo ¢ definida e
organizada a nivel molecular e bioquimico. Atualmente, grande parte das publicacdes tem
reportado efeitos colaterais de diversos xenobidticos (PETRIC et al, 2021). Trata-se de
compostos quimicos que podem modular diretamente a sinalizacdo homeostatica hormonal. O
que levanta questionamentos sobre a seguranca € a extensa exposicdo humana a compostos
quimicos que sdo classificados como disrupdores endocrinos (EDCs) (PETRIC et al., 2021;
DARBRE, 2015). De acordo com a Organizagdo Mundial de Satide (WHO), do EDCs sao
substancias que em sua maior parte sao produzidas pelo homem e encontrados em diversos
materiais como pesticidas, metais, aditivos em alimentos e produtos de cuidados pessoais. Estes
sdo correlacionados a alteragdes na funcao reprodutiva masculina e feminina, pelo aumento da
incidéncia de cancer de mama e até mesmo mudancgas funcionais do sistema imune (WHO,
2013). O grupo éster dos parabenos estd entre os EDCs apos estudos cientificos avaliarem seus
efeitos e apontarem como disruptores enddcrinos, apds mais de 70 anos de uso em grande escala

como preservativos (KAHN et al., 2020).

No inicio foi considerado seguros por possuirem baixa toxicidade e sua rapida
metabolizacao quando ingeridos, acreditava-se que nao se acumulam no corpo (KANG ef al,.
2016). Por outro lado, ha diversos relatos em literatura afirmando que substincias presentes em
cosméticos, entre elas o parabeno, apresentam uma toxicidade significativa. Devemos entender
que quando falamos sobre seguranga de produtos cosméticos, ndo ha 100% de seguranca em
nenhuma substancia quimica (CHORILLI. M et al., 2007). A exposi¢ao a agentes quimicos esta
presente em todos os produtos na vida cotidiana moderna ¢ diaria. H4, também, uma estimativa
quanto a exposi¢cdo acumulativa por meio do uso dos produtos de cuidados pessoais juntos.
Com isso, existem trés métodos em ordem de complexidade crescente: soma simples; soma por
padrdo de uso e simula¢des de modelo probabilistico. Também ¢ levando consideragdo o fator
de retengdo no qual a fracdo da quantidade de produto permanece na pele apds a aplicagdo,
dependo do tipo de produto usado (PETRIC et al. 2021). A exposi¢do humana a esses agentes

pode ocorrer por inalagdo, ingestao dietética e absorcao dérmica. Sendo a absor¢ao dérmica a



forma mais reportada como principal porta de entrada dos parabenos ao metabolismo humano

(WEI et al., 2021).

Com um peso molecular consideravelmente baixo e por possuir uma lipossolubilidade
crescente e em formulagdes com a presenca de etanol, facilitam a penetragdao de parabenos na
pele JEWELL, 2007) conhecido como estrogenicidade esquematizado na figura 2. Quando
usados em farmacos orais ou produtos alimenticios sdo hidrolizados por enzimas esterases € em
seguida saturados quando ocorre grande exposicao a doses dos parabenos. Este ultimo, pode
levar a elevagdo da absorcdo oral e até mesmo dérmica (DARBRE, 2004). E possivel encontrar
pesquisas que especulam e até afirmam a possivel conversdo dos parabenos e seus derivados
em outras formas por transesterificacdo versus hidrolise, resultando em niveis mais baixos de
parabenos na urina de pessoas que costumam beber, por exemplo. Indicando que os parabenos

sdo glucuronizados por enzimas hepaticas e excretados pela urina, sugerindo que eles nao se

acumulam em tecidos (ABBAS et al., 2010).

Dermatological Effects
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Figura 2 - Atividade estrogénica na pele (PRUSAKIEWICZ et al., 2007).

Assim que entram em contato com o corpo humano, sdo absorvidos pelos intestinos,
quando administrados por via oral, seguido por um processo de hidrolise no figado para

finalmente ser excretado uma parte (90%) pela urina (TADE et al., 2018). Quando em contato
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cutaneo, por aplicagdo tdpica em produtos cosméticos, penetram na pele e interagem com o0s
tecidos. S3o absorvidos rapidamente pela camada cérnea da pele onde a interagdo e
metaboliza¢do sdo facilitados pelas propriedades fisicoquimicas que possuem, como citado
anteriormente. Em tecido subcutaneo, em injecdes, por exemplo, evita-se o metabolismo de
primeira passagem, causando um dano significativo (PRUSAKIEWICZ et al, 2007). Tanto a
exposi¢ao via oral quanto dérmica, ocorrem o processo de hidrolizacdo do pHBA e acido p-
hidroxihipurico (pHHA). O pHHA também ¢ um produto de biotransformagao de parabenos
encontrados em animais e humanos, que por sua vez, também produzem pHHA enddgeno,
como um produto do metabolismo da tirosina (PETRIC et al., 2021). Ainda ¢ desconhecido até
que ponto as concentracdes micromolares de parabenos perturbam a atividade normal do
estrogénio ou a fungcdo como mimetizador in vivo € desconhecido. Ha uma hipotese que
relaciona uma potencial atividade bioldgica a inibicdo da atividade enzimatica da 17f3-
hidroxiesterdide desidrogenase tipo 2 (enzima conversora de estrogénio e androgeno), em
concentragdes micromolares que aumentariam a conversdo do estradiol para a estrona mais
fraca. Uma vez metabolizados, os parabenos podem ser encontrados no leite materno, placenta,
fluido amniotico e tecido adiposo, indicando ampla exposi¢ao e seu efeito acumulativo (PARK
etal.,2019; POLLACK et al., 2020; SONG et al., 2020). Pesquisas em diversos paises apontam
que os parabenos e seus metabolitos sdo extensamente encontrados em 4guas mais superficiais,

esgotos, sedimentos e mariscos, sendo frequentemente detectado em urina humana em amostras
por todo o globo. (MA ef al., 2016; CZARCZYNSKA-GOSLINSKA et al., 2017; MA et al.,
2018; LIAO et al.,2019; LU et al., 2019a).

Dados indicados em pesquisas relatam que a absor¢do dérmica in vivo de parabenos ¢
mais efetiva do que se afirma, enquanto, no que diz respeito aos estudos de absor¢ao dérmica
in vitro, seguindo a avaliagdo do Comité Cientifico de Seguranca do Consumidor (SCCS)
considera que a absor¢do dérmica dos parabenos possua baixa qualidade cientifica. Portanto,

ha absolutamente uma necessidade de mais estudos farmacocinéticos e toxicocinéticos, para

dar uma resposta definitiva sobre esse assunto (EC, 2013; BERNAUER, 2023).

1.4 Toxicidade Associada aos Parabenos
1.4.1 Alteracdes Endéocrinas Associadas a Carcinogénese

Estudo sugerem que devido a absorcao de ésters alquimicos de acido p-hidroxibenzoico,
os parabenos, presentes em cosméticos, juntamente com o conceito de absor¢do via derme, €
comumente associado ao seu potencial estimulo a atividade estrogénica e podem ser
relacionados ao surgimento de cancer, além dos efeitos gemo toxicos associados, e tem grande
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suporte em muitos estudos publicados (DARBRE, 2003; DARBRE AND CHARLES, 2010;
DARBRE & FERNANDEZ, 2013). Por apresentarem grupos que contém hidroxilas fendlicas,
os estrogenos e parabenos possuem estruturas semelhantes, principalmente ao hormonio natural
17B-estradiol, entrando nas células do tecido mamario e interagindo com o receptor estrogénico
ocasionando a estimula ao da expressdo genica e a proliferagdo descontrolada de células
cancerigenas do tipo MCF7 (STRANGE, 2008; COELHO, 2013; MORAES et al., 2008). Outro
estudo descobriu que os parabenos inibem a aromatase, uma enzima envolvida em uma etapa
limitante na taxa na esterodogénese, uma ordem de magnitude a menos do que a que induz a
proliferacdo da linha celular de cancer de mama humana MCF-7, potencialmente indicando um
efeito antiestrogénico mais potente. Também foi demonstrado que o butilparabeno e outros
éters de parabenos sdo inibidores da aromatase, mas tal inibicdo exigiu a concentracdo
micromolar de parabeno, entretanto foram encontradas anteriormente no tecido mamaério

humano concentragdes em nanomolar. Portanto, a relevancia toxicoldgica ndo pode ser

determinada (PETRIC et al.,2021).

O estudo dos efeitos dos parabenos nos niveis de mRNA e expressdo de proteinas de
ER-a (ESR1) e ER-B (ESR2) e do receptor de progesterona (PGR) concluem que, por meio
desses efeitos na expressdo e estimulacdo do receptor hormonal, o efeito estrogénico dos
parabenos presumindo o inicio e a progressdo do cancer de mama podem ser explicados
(WROBEL & GREGORASZCZUK, 2014; PETRIC et al., 2021). Importante ressaltar que a
afinidade dos parabenos com os receptores ira depender do tamanho da cadeia lateral alquila e
também das ramificacdes. E ainda assim, essa afinidade nao se desfaz com a remog¢ao do grupo
alquila, uma vez que o 4cido p-hidroxibenzoico ¢ um metabolico comum de todos os parabenos

e possui atividade estrogénica (STRANGE, 2008).

Em ratos, foi relatado a capacidade dos parabenos induzir o aumento das concentragdes
de 17B-estradiol (E2), podendo prejudicar a implantagdo dos blastocistos sendo incompativel
com o sucesso de uma gravidez. Células C3H10T1/2 que possuem morfologia fibrobléstica,
sdo funcionalmente semelhantes a células-trunco mesenquimais e foi relatado que podem
diferenciar-se em adipdcitos, ostedcitos ou condrocistos, e na presenca do butilparabeno
promoveu a diferenciacdo adpogénica, inibindo a diferenciacdo osteocistica e de cartilagem
(ZHAO, LIU, CHEN et al., 2021). Experimentos in vivo de linfocitos periféricos humanos
cultivadores por Bayulken et al. (2019) revelou que parabenos sdo toxicos e genotoxicos, o que

pode indicar também genotoxicidade em potencial para humanos.



1.4.2 Fatores De Influéncia e Outras Correlacoes

Estudos associam a exposi¢do a parabenos a sexo-dependéncia devido ao uso pessoal
de produtos como cremes, logdes, cleansers faciais e corporais que possuem parabenos em sua
composicao, especificamente metilparabeno e propilparabeno, que sdo encontrados em maiores
concentracdes. Como esperado, o consumo de cosmético em geral ¢ maior entre as mulheres
quando comparado aos homens, e por isso ha uma probabilidade maior a exposi¢do de
parabenos ao longo da vida (GUO et al., 2014). Entretanto ainda podem ocorrer algumas
alteracdes no metabolismo masculino devido a estrogénicidade dos parabenos, elevando o risco
de uma incompleta masculinizagdo na puberdade, o que resulta a diminui¢do da qualidade do
esperma, € no sexo feminino, hd risco de puberdade precoce, desenvolvimento mamario

prematuro acentuando o risco de cancer de mama (COELHO, 20213).

Também segundo Guo e colaboradores (2014), associaram a diabetes gestacional e o
encurtamento do ciclo menstrual em estudos epidemiologicos. E em estudos in vitro mostraram
que os receptores hormonais foram afetados pela presenca dos parabenos, levando ao
desenvolvimento de processos carcinogénico os em células epiteliais mamarias. a exposicao de
longo prazo a parabenos aumentou a proliferagdo e migracdo de células de cancer de mama, e

que até baixos niveis levaram a formag¢ao de tumores de cancer em modelos de xenotransplante.

Outro fator relacionado a alergias e dermatites, a metabolizagao dos parabenos a acido
p-hidroxibenzoico, do qual a estrutura quimica ¢ andloga ao acido acetilsalicilico. Mesmo com
a reagdes anafilaticas incomuns aos parabenos, mas podem incitar urticaria e angioedema em
individuos com sensibilidade de intolerancia aos salicilatos. O uso de outros conservantes
também podem desencadear os mesmos sintomas (SONI; BURDOCK; TAYLOR,
GREENBERG, 2000). Mesmo diante de todos esses estudos publicados ainda ndo sao
suficientes para determinar uma consequéncia entre a exposicao dos parabenos em cosméticos
e o cancer de mama. Tanto a distribuicdo dos parabenos nos tecidos, quanto os efeitos
decorrentes a exposi¢do a longo prazo ndo é totalmente esclarecida (NATIONAL CANCER
INSTITUTE, 2016).

1.5 Regulamentagdes e Controvérsias

Parabenos sdo considerados compostos quimicos de alto volume de produgdo na
Europa, nos Estados Unidos da América e Asia. Nos paises nordicos, o uso de parabenos
registrados nas produtoras atingiu seu pico por volta de 2006/2007 e vem decaindo desde entao

devido a implementacao de leis restritivas (WEI et al., 2020).
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Apesar de a maior parte das agéncias reguladoras considerar os parabenos seguros de
modo geral, alguns estudos publicados suscitam inquietagdes referente aos seus possiveis
impactos negativos a satde (HOPPE; PAIS, 2017). Com o surgimento de debates sobre
regulamentagdes que englobam a seguranca dos parabenos tendo como base os resultados
cientificos que ainda verificam resultados inconsistentes por ainda ser um tema que apresentam
controvérsias. Com isso, agéncias regulatorias como a FDA dos Estados Unidos da América e
a ANVISA no Brasil consideram os parabenos seguros quando usados dentro das concentragdes
recomendadas (Brasil, 2012; Brasil, 2013). Por outro lado, algumas organizagdes e
consumidores defendem a utilizacao de conservantes naturais como uma alternativa ao uso dos

parabenos na industria atual.

A vista disso, devido a tal rejeicio pelo consumidor final, algumas industrias
farmacéuticas cosméticas optaram por substituirem os parabenos por novos compostos em suas
formulagdes que conferiam as mesmas caracteristicas conservantes (MORANDINI; GUEDES,
2021). O surgimento do termo Paraben Free, informa que o produto ndo contém este
conservante em sua formulacdo, sdo destacadas em embalagens conferindo seguranga ao

consumidor (DEZA; GIMENEZ, 2017).

1.5.1 ANVISA

Segundo Milreau (2021), com o grande desenvolvimento industrial de cosméticos na
segunda metade do século XX, o Brasil ocupou o 3° lugar entre os maiores mercados dos
mundiais deste seguimento ja no inicio do século XXI. Hoje, o Brasil ¢ o quarto maior
consumidor de cosmético do mundo, segundo dados da Associacdo Brasileira de Higiene
Pessoal, Perfumaria e Cosméticos, publicado em julho de 2020 e ilustrado na figura 3. Com
isso, visando a seguranga dos consumidores tem-se intensificado ao longo do tempo

(ABIHPEC, 2020).
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Figura 3- Mercado de beleza e cuidados pessoas. Valores de vendas do varejo ao

consumidor no final de 2018. Fonte: ABIHPEC, 2020.

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2001), os cosméticos sao
formulagdes que contém substancias como emolientes, propelentes, umectantes, antioxidantes,
conservantes e emulsificantes, que podem ser de origem natural ou sintética. O uso de
conservantes antimicrobianos foi introduzido nos anos de 1930, e o mais difundido

industrialmente sao os parabenos.

A ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitidria — 6rgdo governamental
responsavel por regulamentac¢des no Brasil, publicou em setembro de 2001 a Resolugdo RDC
n°® 29, de 01 de junho de 2012 e republicada no Diario Oficial de 04/06/2012, no qual foi
determinado a concentragdo maxima permitida de parabenos (acido 4-hidroxibenzo6ico) e seus
sais €stereis, para uso individual e para mistura em sais ou ésteres. A avaliacao ¢ baseada nos
parametros de seguranca em andlise de risco de parametros toxicoldgicos dos ingredientes dos

cosméticos (ANVISA, 2001).

Em 4 de agosto de 2021, foi publicado a RDC n° 528, que lista as substancias de acao
conservantes permitidas para produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes, incorporando
a Resolugdo MC MERCOSUL no 35/20 e na Unido Europeia o Regulamento (EC) N°
1223/2009, no qual limitam que seu uso maximo seja de 0,4% para cada parabeno € maximo

de 0,8% totalizando todas suas categorias em Q.S.P 100% na formulagdo final do produto
cosmético (BRASIL, 2020; Unido Europeia, 2009).
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Quanto as exigéncias sobre a seguranca do uso de cosméticos e eficacia dos produtos a
legislagao aplicavel ao uso destes produtos sao atualizados de acordo com o estagio de evolugao
dos cosméticos. Segundo dados divuldagos pelo Sistema Nacional de Informacoa Toéxico
Farmacologicas, foram relatados em 2009, .1230 casos de intoxicacdo acometido por

cosméticos no Brasil (RITO et al., 2012).

1.5.2 Comiteé Cientifico de Seguranca do Consumidor — SCCS

Na Unido Europeia sunguem as diretrizes estabelecidas pelo Comité Cientifico da
Seguranga do Consumidor (do inglés, Scientific Committee on Consumer Safety - SCCS), onde
os parabenos sdo considerados seguros em uma concentracdo minima de 0,4% para um unico
¢éster e de 0,8% para mistura de metilparabeno e etilparabeno assim como seus sais. Para os
ésteres de propilparabeno e butilparabeno o limite da soma das concentrac¢des individuais € de
0,14%. Entretanto, alguns cosméticos ainda usam butilparabeno e propilparabeno em
concentragoes <0,19% (SCCS, 2013; JANIGA-MACNELLY et al,. 2025). O SCCS vetou o
uso de parabenos em produtos de cuidados pessoais designado a criangas menores de trés anos.
E confere a similaridade entre a legislagdo brasileira e europeia para as concentragdes

permitidas em produtos cosméticos (EUROPEAN UNION, 2014).

1.5.3 Administracao de Alimentos e Medicamentos dos Estados Unidos da

Ameérica

O FDA (US Food and Drug Administration) — Agéncia Governamental Reguladora de
Comida e Medicamentos Americana —ndo possui diretrizes especiais no qual se aplicam apenas
em conservantes em cosméticos. As leis tratam conservantes em cosmeéticos como outros
ingredientes em cosméticos (FDA, 2020). A agéncia afirma que até o presente momento,
segundo estudos sobre a seguranca dos parabenos citados em publicagdes cientificas, ndo ha
indicagdes sobre a acdo nociva dos parabenos usados em cosméticos para a saide humana.
Entretanto, afirmam que continuaram avaliando dados nesta area e caso seja apontado algum
risco para a saude dos usuarios, irdo aconselhar o publico e a industria levando em conta as

opgoes legais da agéncia para protecdo da satde e bem-estar dos consumidores (FDA, 2020).

Entretanto, o regulamento que se enquadra a cosméticos ¢ a Lei Federal de Alimentos,
Medicamentos e Cosméticos de 1938, que ¢ formula da pra a rotulagem e seguranca dos
produtos. Essa norma ndo etiqueta que os produtos e ingredientes presentes no cosmético seja
aprovado pelo FDA, aplicado somente aos aditivos de cores (U.S CONGRESS, 1934; UNITED
STADES OF AMERICA, 2018).
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1.6 Concentracoes de Parabenos em Produtos em Geral

Um estudo comparativo realizado em 2017 pela RIVM Report, com o proposito de
revisar dados publicados e os reunindo em uma analise estimativa quantitativa da exposicao aos
éters de parabenos em produtos de consumo didrio como alimentos, medicamentos e produtos
de cuidados pessoais em alguns paises. Foi considerado a exposicao agregada destes produtos,
entretanto as suposi¢des realizadas pelo estudo podem ndo ser completamente precisas. Foi
assumido que todo alimento que poderia conter parabenos estava em sua concentracdo maxima
permitida e a partir desta suposi¢do, as estimativas de quanto as pessoas realmente consomem
podem ser maiores do que as quantidades reais. A Ingestdo Diaria Aceitavel (ADI, do inglés,
Acceptable Daily Intake) usado como referéncia para a estimativa dos parabenos foi baseado
no guia Diretrizes para Avaliacdo Simples da Ingestao de Aditivos Alimentares (tradugao livre
para Guidelinesfor the Simple Evaluation of Food Additive Intake) de 2014 pela JECFA no qual
reporta o quanto de uma substancia ¢ seguro para o seu consumo didrio sem que apresente riscos
a saude. Para o metilparabeno e etilparabeno o ADI ¢ definido em 10.000 pg/kg de peso
corporal por dia. A maior exposicdo estimada de parabenos foi encontrada em criancas

francesas de 13 a 36 meses em que a ingestdo ¢ de 900 pg/kg por dia.

Em alimentos, a maior concentragdo média relatada de metilparabeno nos EUA foi de
14,1ng/g em graos, na China, em vegetais foi de 81,1 ng/g. Em bebidas, a maior concentragao
média foi em etilparabeno em 8,53ng/g seguido do metilparabeno com uma concentracao média
de 4,74ng/g. Tais niveis encontram-se significativamente abaixo dos Niveis Maximos
Permitidos da Unido Europeia (MPLs, do inglés, Maximum Permited Levels) para alimentos.
Entretanto a ingestdo estimada dos parabenos para alimentos ¢ considerada superestimada uma
vez que ndo foram incluidos todos os alimentos na avaliagdo. Contudo o percentual para a
exposi¢do total de parabenos ¢ inferior a 1% em alimentos comparados aos medicamentos e
cuidados pessoais. A exposicao geral de parabenos em medicamentos ¢ substancial,
representando 70-74% da exposi¢ao agregada estimada para o metilparabeno sendo de 3mg/kg
peso corporal/dia. Seguindo as recomendagoes da Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA)
para a estimacdo da exposi¢do aos parabenos de forma oral, a maior concentracdo ao
metilparabeno ¢ de 2,3 mg/kg, levando a conclusdo de que uma pessoa de 70 kg pode estar

exposta a 161 mg de metilparabeno a depender do medicamento, por exemplo.

Quanto a exposi¢do a produtos de cuidados pessoais, em adultos, ¢ estimada que seja
aproximadamente de 0,8 mg/kg para o metilparabeno, 0,2 mg/kg para o etilparabeno e de 0,3
mg/kg de peso corporal por dia. Para infantes e criangas os niveis estimados de exposi¢ao sao
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maiores, para o metilparabeno ¢ de 1,01 mg/kg, ja o valor estimado para o etilparabeno ¢ de
0,20 mg/kg e do propilparabeno ¢ de 0,40 mg/kg por peso corporal ao dia. Entretanto, estimar
a exposi¢ao agregada de todos os produtos de cuidados pessoais € considerado complexo devido
as variacoes de uso do produto e a presenca dos parabenos, a frequéncia de uso destes produtos
e a quantidade aplicada, os niveis de concentra¢do dos parabenos em cada produto e a extensao
da absorcao através da pele. Em cosméticos, a exposicdo ao metilparabeno, etilparabeno e

propilparabeno foram estimados em 2009 nos Estados Unidos e detalhados na tabela 3.
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Tabela 3 - Estimativa de exposicio dérmica por cosméticos

Calculo
Produto (mg/kg peso corporal/dia)
Metilparabeno Etilparabeno Propilparabeno
Blush 0,0006 0,0003 0,0002
Creme coporal 0,5367 0,5367 0,2683
Logao corporal 0,5367 0,5367 0,2683
Sabonete liquido 0,004 0,0004 0,0042
Condicionador 0,0043 0 0,0021
Lapis de olho 0,0002 0,0003 0,0007
Removedor de
maquiagem para 0,004 0 0,002
olhos
Sombras 0,0014 0,0007 0,0005
Po facial 0.0033 0.0025 0.0017
Sérum facial 0.0084 0,0166 0,0083
Cleanser facial 0,0167 0 0,01
Mascara facial 0,1333 0 0
Creme hidratante 0,0533 0,0533 0,0267
facial
Base liquida 0,07 04 0,05
Modelador capilar 0,042 0,0008 0,0005
Loc¢ao para maos 0,12 0,1167 0,06
Spray fixador 0,0068 0 0
Batom 0,0289 0 0,027
Mascara de cilios 0,0013 0,0008 0,0005
Creme noturno 0,0267 0,0267 0,0133
Shampoo 0,0055 0 0,0055
Tonico 0,0007 0 0
Creme para olheiras 0,0067 0,005 0,0083
Exposicao agregada 1,6114 1,7047 0,7976

resumida

Fonte: COWAN-ELLSBERRY & ROBISON, 2009



2. JUSTIFICATIVA

Os parabenos sdo amplamente usados como conservantes em comida, medicamentos e
principalmente cosméticos — incluindo desodorantes, cremes faciais e corporais, sprays
corporais, protetores solares - usados mundialmente e diariamente, devido a sua eficacia
antimicrobiana e estabilidade quimica. A crescente exposi¢do humana aos parabenos tem
levantado preocupagdes quanto aos seus possiveis efeitos ao metabolismo. Esses compostos
podem atravessar barreiras bioldgicas e interagir com células epiteliais, potencialmente
impactando sua viabilidade e funcionalidade. No entanto, estudos recentes indicam que esses
compostos podem atuar como desreguladores endocrinos e afetar processos celulares
essenciais, levantando preocupacgdes quanto a seguranca de sua exposi¢ao prolongada. Embora
diversos estudos tenham avaliado os efeitos dos parabenos em diferentes modelos biologicos,
ainda existem lacunas significativas no entendimento de seus impactos especificos sobre células
da epiderme humana, especialmente em condigdes que mimetizam exposi¢des repetidas e de
longo prazo. Dentre as linhagens celulares utilizadas para avaliagdo toxicoldgica, os
queratinocitos humanos imortalizados HACAT s3ao um modelo adequado para investigar os
efeitos dos parabenos na pele, pois reproduzem caracteristicas fisiologicas e morfoldgicas da

epiderme humana.

Diante disso, a presente pesquisa busca preencher essa lacuna ao investigar a viabilidade
celular de queratinocitos humanos imortalizados (HACAT) expostos a diferentes tipos de
parabenos, considerando variagdes na concentracdo € no tempo de exposi¢do. O uso desse
modelo in vitro € particularmente relevante, pois os queratindcitos desempenham um papel
fundamental na integridade da barreira cutanea e estdo diretamente expostos a produtos
contendo parabenos. Dessa forma, a analise da toxicidade desses compostos nessas células pode
fornecer dados essenciais para a compreensao de possiveis efeitos adversos decorrentes do uso

continuo de produtos cosméticos e farmacéuticos.

Além da importancia cientifica, este estudo tem um carater translacional, pois seus
achados podem contribuir diretamente para a formulagdo de politicas regulatorias e estratégias
de desenvolvimento de produtos mais seguros. Os dados obtidos podem subsidiar a
reformulacao de cosméticos ¢ farmacos, incentivando a substitui¢cao ou a restricdo do uso de
determinados parabenos, caso sua toxicidade seja comprovada. Assim, a pesquisa ndo apenas
avanca o conhecimento sobre os efeitos celulares desses conservantes, mas também tem
potencial para impactar a saide publica ao embasar decisdes regulatorias e promover
alternativas mais seguras para a populacao.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Analise do efeito citotoxico em queratindcitos ndo tumorais diante a exposicao de
metilparabeno, etilparabeno, propilparabeno e butilparabeno, buscando compreender seus
possiveis impacto na viabilidade celular e potenciais riscos associados ao uso topico em

produtos cosméticos.

3.2 Objetivos Especificos

1. Determinar a viabilidade celular em diferentes concentracdes dos compostos
testados (0,07 a 2,5 mM) apds 24, 48 e 72 horas de exposi¢ao;

2. Analisar a atividade metabolica mitocondrial das células tratadas por meio do
ensaio de MTT, como indicador de funcionalidade celular.

3. Determinar a integridade da membrana plasmatica através do ensaio de liberagao
de LDH, identificando possiveis danos estruturais induzidos pelos parabenos.

4. Quantificar a producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) como marcador
de estresse oxidativo e relaciona-la aos efeitos citotoxicos observados.

5. Calcular o tempo de duplicacdo da populagdo celular (TDDP) para avaliar
alteragdes no padrao proliferativo em fungao do tipo e concentragdo do parabeno.

6. Comparar os efeitos induzidos pelos diferentes parabenos, correlacionando suas
caracteristicas fisico-quimicas (como lipofilicidade) com os resultados

biologicos observados.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Cultivo de Células Epiteliais de Queratindcitos (HaCaT)

As células foram gentilmente cedidas pelo banco de células do Laboratdrio de Biologia
de Células Eucariontes - LABIO do Instituto Nacional de Metrologia (Inmetro). Foram usadas
queratindcitos humanos, de linhagem HACAT ndo tumoral. A linhagem foi utilizada nos
ensaios com limite de 10 passagens em cultivo. As cé€lulas, foram cultivadas em meio DMEM
High Glucose (Sigma-Aldrich) com 10% de soro fetal bovino (Gibco™) e 1% de antibidtico
(Penicillin-Streptomycin 10000U/mL). Ap6s o desncogelamento, as células foram mantidas em
garrafas de 25 ou 75 ¢cm? (Corning® T-25 ou Corning® T-75) e mantidas em estufa com
atmosfera a 5% de CO» a 37°C até atingir a confluéncia. Apds a confluéncia, as células foram
ressuspensas pela acdo da solug@o enzimatica tripsina-EDTA em 1% (Gibco™, ref.: 25300054),

por 2 a 5 minutos a 37°C.

4.2 Determinacido da Curva de Crescimento

Para determinar o numero ideal de células para a realizacdo dos ensaios de viabilidade
celular, foi realizado a curva de crescimento da linhagem HaCat, utilizando o cristal violeta.
Inicialmente, as células em suspensdo foram previamente contadas utilizando 10uL do corante
vital Azul de Tripan, contadas na camara de Neubauer. Em seguida, foram semeadas em placas
de 96 pogos (Corning® 3628) nas seguintes concentragdes: 1x103. 2,5x10%. 5x10%. 1x10* e
2x10* células/pogo. Posteriormente, as células foram incubadas em meio de cultura DMEM
High Glucose (Sigma-Aldrich), 10% de SFB (Gibco™) e 1% de antibidtico (Penicillin-
Streptomycin 10000U/mL). Apds 24h foi realizada a troca do meio de cultura. As células foram
fixadas em etanol 100%, coradas por 10 minutos com cristal violeta a 0,5% em 20% de etanol
e secas ao ar. Ao final, adicionaram-se 100 pL de metanol/pogo para a analise a uma densidade
optica (DO) de 595 nm. O procedimento foi realizado para os tempos de 0, 24, 48 e 72 horas
apos a troca do meio de cultura. A leitura de absorbancia foi realizada no leitor de microplacas

multimodal de absorvancia Infinite® 200 PRO.

4.3 Analise e Preparo dos Compostos dos Parabenos

Os parabenos foram diluidos em solugao de DMSO a 0,1% para a realizacao do solucao
estoque no qual todas as concentragdes encontram-se diluidas de acordo com o peso molecular
de cada parabeno, para que ao final resultem a concentragcdo de 1M/mL. O dimetilsulfoxido
(DMSO) ¢ um solvente organico amplamente utilizado em experimentos de cultura celular

devido a sua capacidade de dissolver compostos hidrofobicos e atravessar membranas celulares.
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Entretanto, sua toxicidade ¢ dose-dependente, sendo essencial utilizar concentragdes que nao
comprometam a viabilidade celular. Estudos demonstram que concentragdes de DMSO
inferiores a 0,5% ndo apresentam efeitos citotoxicos significativos em diversas linhagens
celulares (PICOLI et al., 2015; FERNANDES LIMA et al., 2024). Ainda, Shimabuko et al.
(2021) investigaram os efeitos do DMSO em culturas de células da papila apical e constataram
que concentracdes de 0,1% nao afetaram negativamente a atividade celular mesmo apos 14 dias
de exposi¢do. Dessa forma, o uso de DMSO a 0,1% como solvente dos parabenos neste estudo
¢ considerado seguro. Tal concentragdo ¢ amplamente utilizada na literatura e ndo interfere nos
parametros celulares analisados. Assim, os efeitos observados nas células HaCaT podem ser

atribuidos aos parabenos testados, e ndo ao solvente.

Para a interacdo com o cultivo celular foram produzidos as solugdes de trabalho em
diferentes concentracdes também de acordo com cada peso molecular para cada parabeno em
uma faixa de trabalho de 0,07; 0,15; 0,31; 0,62; 1,25; 2,5ug e em seguida diluidos em meio
DMEM High Glucose para interagdo celular. A faxa de trabalho escolhida possui como base o
guia da OECD TG 487 - In Vitro Mammalian Cell Micronucleus Test (2016), no qual sugere
um fator de diluigdo 2 para a definicdo das concentragdes em testes de citotoxicos em células
de mamiferos. Outras diretrizes como a OECD TG 473 - In Vitro Mammalian Chromosomal
Aberration Test e a OECD TG 129 - Guidance on Using Cytotoxicity Tests to Estimate Starting

Doses, também foram utilizadas como referéncias.

4.4 Viabilidade Celular

A anélise celular de alto conteudo (HCA) foi utilizada para avaliar o efeito da
citotoxicidade dos parabenos estudados. Para o plaqueamento, as células foram inoculadas em
fase exponencial de crescimento em placas de fundo transparente de 96 pogos (CLS4581-
Corning®) a uma densidade de 5 x 10° células/pogo. Apds 24h, as células foram tratadas com
os éters de parabenos em concentragdes que variaram de 0,07 a 2,5ug/mL. Nos tempos 24, 48
e 72h de tratamento com os parabenos (uma placa para cada tempo), as células foram coradas
com 1puM Hoechst e 5uM do corante iodeto de propideo (PI) em meio DMEM High Glucose
por 15 minutos a 25°C. O sistema de analise celular de alto contetdo GE IN Cell Analyzer
2000 (Cytiva) foi utilizado para gerar automaticamente imagens de fluorescéncia (objetiva de
10X, A em Hoechst 461 nm, filtro DAPI, regido espectral: 432 + 48 nm e filtro Texas Red,
regido espectral: 620 + 30 nm) de 9 campos aleatorios de cada poco. O controle negativo

também foi incubado somente com o meio de cultura, e o controle positivo correspondera as
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células fixadas com Triton™ X-100 0,1%. Os seguintes parametros foram observados: (a)
numero de células Hoechst positivas, e (b) nimero de células PI positivas (mortas). Os graficos
dos resultados de HCA foram realizados utilizando as médias dos pogos de cada condi¢dao
experimental. Apos a analise dos parametros pelo soffware In Cell Analyzer 1000 Worksation,
foi adquirido através do sofiware IN Cell Investigator microscopias por HCA. As analises
estatisticas dos valores obtidos nos ensaios de viabilidade foram determinados através do

software Graphpad Prism 8.

4.4.1 Determinacio da Taxa de Crescimento e do Tempo de Duplica¢io da
Populacgao Celular

A taxa de crescimento e o tempo de duplicagdo da populagao da HaCat foram estimados
de acordo com SHERLEY et al. 1995. No qual, foi aplicado a formula a seguir para o calculo

da taxa de crescimento:
Nt = N2/t

Onde N: = ntmero total de células; No = nimero inicial de células; f = taxa de
crescimento e t = tempo de cultivo. A partir dos valores da taxa de crescimento, o tempo de

duplicagdo da populagdo foi calculado a partir da seguinte formula:

In(2
TDDP = L
f
Onde TDDP = tempo de duplicacdo da populagdo; In= logaritmo natural e f = taxa de

crescimento.

4.5 Ensaio de Viabilidade por Redu¢iao de MTT

As células foram cultivadas na densidade de 5x10° células/pogo em placas de 96 pogos
Millicell® EZ (Milipore Corp., Billerica, MA, USA) de fundo reto e, ap6s adesdo overnight,
foram tratadas com os derivados de parabenos, nas concentra¢des de 0,07; 0,15; 0,31; 0,62;
1,25; 2,50 pg/mL, nos tempos de 24, 48 e 72h. Foi adicionado meio DMEM High Glucose
(Sigma-Aldrich), suplementado a 10% de SFB (Gibco™) contendo 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide (MTT) na concentragdo de 1,5 mg/mL em cada pogo ja
tratado. O controle positivo de morte celular para o ensaio foi o procedido ap6s incubagdo das
células com Triton™ X-100 0,1% por 30 min em temperatura ambiente antes de iniciar o

ensaio. As placas foram incubadas em estufa umida por um periodo de trés horas a 37°C e 5%
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de COs. Apds o periodo de trés horas o sobrenadante foi retirado e utilizado para o teste de
LDH, conforme descrito no item 4.6, e foi utilizado 100pL de dimetilsulfoxidoa 0,1% (DMSO)
para eluir os cristais de formazana. Para as leituras de absorbancia utilizou-se o leitor de
microplacas multimodal de absorvancia Synergy™ HTX em comprimento de onda de 490 nm.
Os dados obtidos foram normalizados em relacdo ao controle onde nao houve tratamento e

analisados através do programa GraphPad Prism 8 (San Diego, California, EUA).

4.6 Ensaio de Atividade de Lactato Desidrogenase (LDH)

A atividade de LDH foi analisada através de um kit comercial colorimétrico nao
radioativo, CytoTox 96® (Promega, Madison, WI, USA). Foi utilizado uma placa de 96 pogos
Millicell® EZ (Milipore Corp., Billerica, MA, USA) de fundo transparente onde foi depositado
30uL do sobrenadante do teste de MTT, e incubados com 30uL do substrato do LDH por 20
minutos na auséncia de luz e em temperatura ambiente. O controle positivo de morte celular foi
realizado através da incubacdo das células com Triton™ X-100 0,1% por 30 min em
temperatura ambiente antes de iniciar o ensaio. Apds esse periodo, foram adicionados 30uL da
solucdo de parada (solucao responsavel por parar a reacao) indicado no kit. O resultado
colorimétrico foi obtido através do leitor de microplaca multimodal de absorvancia Synergy™
HTX em comprimento de onda de 570 nm. Os dados foram normalizados em relacdo ao
controle positivo de morte celular e analisados através do software GraphPad Prism 8 (San

Diego, California, EUA).

4.7 Anilise da Producao de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS)

Para avaliar se a interagdo com os parabenos induz a produgao de ROS (espécies reativas
de oxigénio), a linhagem HACAT foi cultivada na concentragdo de 5x10° células/pogo em 100
uL de meio DMEM High Glucose, em placa de poliestireno de 96 pocos por 48 horas. Apds
esse periodo e antes do inicio do ensaio, a integridade da monocamada celular foi verificada
em um microscopio optico invertido. Em seguida, o meio de cultivo foi removido e as células
foram lavadas com 200uL de PBS estéril. Foi acrescentado 200uL de solugdo com o corante
fluorescentes Dihydroethidium (DHE) a 5uM em cada pogo, € em seguida, a placa foi incubada
em atmosfera com 5% de CO; e saturagdo de umidade a 37°C durante 15 minutos.
Posteriormente, as células foram lavadas novamente com 200uL de PBS estéril, e adicionado
200uL de formaldeido a 4%. Apds 20 minutos em temperatura ambiente, foi realizada outra
lavagem com PBS, e as amostras foram armazenadas em igual volume da mesma solugdo-

tampao a 4°C com protecdo a luz até a analise de fluorescéncia. As amostras foram analisadas,
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e as imagens digitais das células marcadas com os corantes foram obtidas utilizando o sistema
de analise celular de alto conteudo GE IN Cel 1Analyzer2000 (Cytiva), utilizando o filtro Texas
Red (Regides espectrais: 597 + 45 nm), para a obtencao de imagens do corante DHE. A partir
de imagens de fluorescéncia obtidas, foram feitas as analises no software IN CellAnalyzer 1000
workstation (GE Healthcare Life Sciences), utilizando algoritmos de deteccdo automatica de
objetos e medi¢do da intensidade de fluorescéncia para estimar modificacdes na producao de
ROS pelas células tratadas.Foram analisadas cinco imagens por exposi¢ao, € em cada uma foi
obtido o valor determinado e expresso como unidades relativas de fluorescéncia (RFU, do

inglés 'Relative Flourescent Unitis), expresso entdo como média e desvio-padrao.

4.8 Monitoramento Celular em Tempo Real por Impedancia Elétrica

A HACAT foi plaqueada a uma densidade de 5x10° células/pogo em placas de 96 pogos
do tipo E-Plate View xCELLigence RTCA SP contendo microelétrodos de ouro fundidos com
a superficie inferior da placa (ACEA Biosciences, San Diego, CA, USA), com potencial elétrico
aplicado de 22 mV. O ensaio foi realizado de acordo com as recomendagdes do fabricante, o
qual instrui calibrar o sistema utilizando meio de cultura puro, e, em seguida, programar o
instrumento para monitorar proliferacdo e citotoxicidade das células em tempo real e gerar
valores de impedancia elétrica a cada hora, por um periodo total de 96 horas. A exposi¢ao aos
parabenos ocorreu apos 24 horas ap6s adesdo overnight. As concentragdes usadas de todos os
parabenos foram na faixa de 0,07, 0,15, 0,31, 0,62, 1,25 e 2,50 ug/mL. A exposicao
permanecerd nas 72h subsequentes de monitoramento. Este método utiliza a impedancia celular

para avaliar pequenas diferencas de resposta das células frente a variados estimulos.

A impedancia celular ¢ representada pelo indice celular (IC), o qual ¢ obtido pelo
equipamento da seguinte forma: IC = (Impedancia em um ponto n de tempo — impedancia na
auséncia de células) / valor nominal da impedancia. O célculo estatistico ¢ obtido pela seguinte

formula:
(CD) = (Zi — Z0) [Ohm]/15[Ohm]
Onde:
- CI = Impedancia celular

- Zi = A resisténcia em um ponto de tempo individual
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- Z0 = A resisténcia do branco

O indice celular normalizado foi determinado como indice celular em um ponto de
tempo especifico (CIti). Este, foi dividido pelo indice celular no ponto de tempo de
normaliza¢do (CInml time). Os dados obtidos foram gerados automaticamente e processados
pelo programa xCELLigence RTCA Software Pro instalado no computador acoplado ao

equipamento, para subsequente analise estatistica, utilizando o software GraphPad Prism 8 (San
Diego, California, EUA).

4.9 Analise Morfolégica por Microscopia

4.9.1 Microscopia Optica Invertida de Contraste de Fase
A avaliag@o morfologica da linhagem celular HACAT ap6s o tratamento com diferentes
concentracdes de parabenos foi realizada através de obtencdo de imagens por um software
(ZEN Lite) acoplado ao Microscopio Optico Invertido de Contraste de Fase (ZEISSTM Primo
VertTM), nos periodos de 24, 48 e 72h apos o tratamento. As imagens foram obtidas e os po¢os
tratados nas concentracdes de 0,07; 0,15; 0,31; 0,62; 1,25 e 2,5ug/mL com células cultivadas
com DMEM High Glucose e SFB, para o controle negativo em auséncia de parabenos com

células vidveis e controle positivo para morte celular com células tratadas com TritonTM X-
100 0,1% por 30 min.

4.10 Analises Estatisticas

Todas as analises estatisticas foram feitas utilizando intervalo de confianca de 95% no
software GraphPad Prism 8. Os dados dos ensaios foram expressos como média + desvio
padrdo. Os testes estatisticos utilizados foram: Anova one-way (ensaio de proliferacdo; LDH)
ou Anova Two-way com pos-teste de Tukey (ensaio MTT). A significancia estatistica foi
considerada quando p < 0,05. Os experimentos com células foram realizados em triplicatas

independentes.
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5. RESULTADOS

5.1 Curva de Crescimento

As andlises por HCA foram utilizadas com a finalidade de determinar a densidade
celular para as condigdes de tratamento dos ensaios a serem realizados. Em placas de 96 pogos
(Corning®) de fundo chato, foram feitas curvas de crescimento das linhagens HACAT em fase
exponencial de crescimento. Cinco diferentes densidades foram analisadas 1x10°, 2,5x10°,

5x103, 1x10*e 2x10* células/pogo.

Como resultado, as células HACAT apresentaram um crescimento baixo nas densidades
1x103 e 2,5x103. Por outro lado, o niimero de células na densidade 5x10° chegou a condigdo de
confluéncia em 48h mantendo-se estavel, sendo assim a densidade usada nos ensaios. ALVES
& GUIMARAES (2019), descrevem que caso a quantidade de células na placa de cultivo
exceda o limite de confluéncia adequado, ndao havera o crescimento normal da monocamada e
como consequéncia, as células entrardo em fase de morte, devido a falta de nutrientes e
condigdes de vida necessarios. Nas demais concentragdes foram observados confluéncia dos

pocos apos 48h mas a densidade celular era elevada impossibilitando testes de viabilidade.

HACAT
5%104-
o~ 1x10°
4. I [
g 1 3 ] = 25x10°
S 3x104+ ) ) -+ 5x10°
] ) S | 3
Ergr— -+ 1x10
7 2x10*
1%x104
0_

Tempo

Figura 4 - Curva de Crescimento. A densidade de 5x103 demonstrou uma melhor confluéncia

ao longo do tempo.
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5.1.1Determinacio da Taxa de Crescimento e Tempo de Duplicagido

(TDDP)

Com o intuito de detalhar os efeitos dos diferentes tratamentos na viabilidade celular da
HACAT, a taxa de crescimento ¢ o tempo de duplicagdo foram estimados. As taxas de
crescimento representam o nimero de vezes que as células se duplicam em um dia e o tempo
de duplicagao revela o tempo em que a populagdo de células dobra, ambos estabelecidos apds
48 e 72 horas de incubagdo. O calculo do TDDP foi utilizado como uma métrica complementar
para a avaliagao da proliferagao celular, considerando o nimero de células viaveis ao longo do
tempo. Essa abordagem, embora menos comum em estudos com compostos cosméticos, ¢
reconhecida na literatura como um indicador fisiologico relevante da dindmica proliferativa

celular (FINKEL & HOLBROOK, 2000; FREYTAG, 2020).

Os resultados demonstraram que a HACAT quando tratado com os éteres de parabenos
ndo apresentaram diminui¢do na taxa de crescimento, inicialmente. Indicando uma estabilidade,
e sugerindo que as concentracdes testadas nao interferiram de forma significativa o crescimento
celular como demonstrado na figura 5 e detalhado na tabela 4 e 5. Entretanto, ap6s 72h de
exposi¢ao aos parabenos, pode ser notado redugdes quando comparado aos valores obtidos em
48h, exceto pelo etilparabeno na concentragdo de 2,5 pg/mL, onde apds 72h apresentou

aumento da taxa de crescimento da HaCat.
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Figura 5 — Taxa de crescimento da HACAT apds 48h de tratamento com parabenos com
concentracdes entre 0,07 a 2,5 [/g/mL. A andlise estatistica foi realizada através do teste one-
way ANOVA com multiplas comparagdes, onde * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001 (Anova
One-way).

Tabela 4— Taxa de crescimento em 48h da HACAT

Tratamento (ug/mL) Metilparabeno Etilparabeno Propilparabeno Butilparabeno

Controle 1.99 1.99 1.99 1.99
0,07 3.44 1.99 3.51 3.49
0,15 3.37 1.96 3.47 3.52
0,31 3.40 1.95 3.42 3.53
0,62 3.24 1.93 3.50 3.42
1,25 3.21 1.92 3.50 3.39
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2,5 3.28 1.95 3.51 3.41

Tabela 5 — Taxa de crescimento em 72h da HACAT

Tratamento (ug/mL) Metilparabeno FEtilparabeno Propilparabeno Butilparabeno

Controle 3.70 3.70 3.70 3.70
0,07 1.95 1.63 2.40 2.94
0,15 2.14 1.68 2.77 3.19
0,31 2.32 1.87 2.85 3.19
0,62 2.17 1.61 2.84 2.97
1,25 1.65 1.65 2.47 2.85
2,5 1.65 2.50 2.11 1.57

O tempo de duplicacdo revela o tempo em que a populacao de células dobra em 48 ¢ 72
horas. Foi estimado para a HACAT como apresentados na tabela 6 e 7, o menor tempo para
duplicagdo em 48h, foi obtido o butilparabeno seguido do propilparabeno levando 4,7 horas
para a duplicagdo da populagdo celular. Em seguida, no tempo de 78h, os menores tempos

seguem com o butilparabeno.

Tabela 6 — Tempo de duplicacio da populacio (TDDP) da HACAT em horas apos 48

horas.

Tratamento (ug/mL) Metilparabeno Etilparabeno Propilparabeno Butilparabeno

Controle 8,32 8,32 8,32 8,32
0,07 4,83 8,35 4,73 4,76
0,15 4,93 8,47 4,79 4,73
0.31 4,89 8,51 4,86 4,70
0,62 5,13 8,58 4,74 4,86
1,25 5,17 8,63 4,74 4,90
2,5 5,06 8,49 4,73 4,88
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Tabela 7 — Tempo de duplicacdo da populacio (TDDP) da HACAT em horas apos 72

horas.

Tratamento (ug/ml) Metilparabeno Etilparabeno Propilparabeno Butilparabeno

Controle 4,49 4,49 4,49 4,49
0,07 8,89 10,53 6,95 5,68
0,15 7,88 10,14 6,02 5,21
0.31 7,22 9,21 5.83 5,20
0,62 7,68 10,44 5.84 5.54
1,25 10,37 10,20 6.86 5.82
2,5 9,91 6,65 8,13 10,54

O resultado do tempo de duplicacao da populagdao de HaCat entre os tempo de 48 e 72
horas revelou um comportamento tempo-dependente para todos os parabenos. Em geral,
observou-se um aumento do TDDP apos 72 horas de exposicao. O metilparabeno apresentou
um aumento progressivo do TDDP com o tempo, tendo destaque nas concentragdes de 1,25 e
2,5 pg/mL, com elevagdes de +5,20 e +4,85 horas, respectivamente assim como 0O
propilparabeno que manteve a elevagdo gradual do TDDP em todas as concentragdes. O
butilparabeno promoveu o maior impacto negativo no TDDP, com um acréscimo de +5,66
horas na concentragdo de 2,5 pg/mL. O etilparabeno também apresentou aumento do TDDP
ente 48 e 72 horas, porém de forma sutil. No entanto, na concentracdo mais elevada (2,5

pg/mL), houve uma reducdo de -1,84 horas.

5.2 Viabilidade por HCA

A viabilidade celular foi determinada por HCA com a utiliza¢do do iodeto de propidio
(PI) e Hoechst 33342. Para determinar a viabilidade celular da linhagem HACAT foram tratadas
com os compostos de parabenos em diferentes concentragdes, que variam de 0,07 a 2,5ug/mL,

nos tempos de 24, 48 e 72h.
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Observou-se a reducdo da viabilidade ao longo do tempo e dependendo das
concentragdes e do tipo de parabeno apresentam-se mais significativas. Como observado na
figura 6, todos os parabenos apresentam um aumento da toxicidade com o tempo em que a
viabilidade celular geralmente diminui no tempo de 72h. Principalmente, quando tratado com
propilparabeno e butilparabeno a partir da concentragao de 0,62pug/mL, tendo uma redugdo de

71,59 e 85,72% respectivamente.
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Figura 6- Viabilidade da HACAT. As cé¢lulas foram cultivadas em DMEM High Glucose e
10% de SFB. Foram cultivadas por até¢ 72h em e foi usado o Hoechest e PI para leitura no INcell
Analyse 2000. A realizagdo da andlise de variancia feita através do teste one-way ANOVA com

multiplas comparag¢des, onde * P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001 (Anova One-way).

E notavel o comportamento irregular da viabilidade em todos os tempos analisados, o
que sugere que inicialmente as células podem tolerar ou até se adaptar aos parabenos nas

concentragcdes apresentadas, mas a exposi¢do prolongada reduz a viabilidade, indicando um
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possivel efeito acumulativo ou prorrogagao da toxicidade. Quando analisados individualmente,
observa-se que o metilparabeno apresentou um efeito citotoxico mais atenuado, com queda
discreta na viabilidade celular apenas nas maiores concentragdes € nos tempos mais
prolongados. O etilparabeno, mostrou um efeito mais efetivo, quando relacionado ao
metilparabeno, a partir de 48h, sendo mais evidente em 72h, principalmente nas concentragdes
acima de 0,62 pg/mL. Em contrapartida, o propilparabeno apresentou um padrao de toxicidade
mais evidente a partir de 48h, com reducdo significativa da viabilidade em concentragdes
intermediarias, intensificando-se em 72h. Por fim, o butilparabeno foi o éter que causou maior
impacto sobre a viabilidade celular, apresentando uma resposta tempo- ¢ dose-dependente
aguda. Em 72h, as maiores concentragdes resultam em uma quase completa perda de

viabilidade celular.

Em seguida foi obtido as imagens geradas por HCA, em sobre posi¢do a fluorescéncia
por Hoechest (em azul) e PI (em vermelho). Vale ressaltar que as imagens representativas
geradas por HCA nao foram processadas, logo elas estdo na mesma forma que foram geradas

pelo software do GE INCellAnalyser 2000 (GE Health-Care Life Sciences).
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Figura 7 - Imagens representativas do ensaio de viabilidade HCA das células HACAT.
Linhagem HACAT cultivadas por (A) 24h, (B) 48h e (C) 72h com parabenos. Em todos os
tempos os queratindcitos foram tratadas com concentragdes entre 0,07 e 2,5ug/mL. O controle
positivo para morte celular foi tratado com Triton™ X-100 0,1% (dados ndo mostrados). A

imagem apresenta células coradas com PI (em vermelho) e Hoechst 33342 (em azul). As barras

de escala equivalem a 70mm.

5.3 MTT ¢ LDH

Para a verificagdo do potencial citotdoxico dos compostos de parabenos a linhagem
celular HACAT em diferentes concentragdes (0,07; 0,15; 0,31; 0,62; 1,25; 2,5 pg/mL) e tempos
(24, 48 e 72h) foi realizado por meio do ensaio de MTT e LDH. Os resultados do ensaio do

MTT seguem apresentados na figura 9.
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Figura 9 — Ensaio de reducio de MTT. A exposicao da linhagem HACAT aos parabenos, nas
concentragdes de 0,07; 0,15; 0,62; 1,25; 2,5 pg/mL, nos tempos de 24, 48 e 72h. A condi¢ao
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CONTROLE - representa o controle de células viaveis, apenas cultivadas em DMEM High
Glucose. O controle de morte celular foi realizado através de lise pelo uso de solucdo de
Triton™ X-100 0,1% (dados ndo mostrados). Foram realizados trés experimentos
independentes. Nao houve troca de meio de cultura nos diferentes dias de analise. A andlise
estatistica foi realizada através do teste one-way ANOV A com multiplas comparagdes, onde *

P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001 (Anova One-way).

No controle negativo, com células tratadas apenas com meio DMEM High Glucose
suplementado com Soro Fetal Bovino a 10% e demonstra-se células saudaveis com alta
viabilidade celular. Segundo os resultados apresentados na figura 9, todas as concentragdes
apresentam um padrao dose-dependente e tempo-dependente devido as diminuigdes da
viabilidade das células com o aumento das concentragdes e do passar do tempo de exposicao.
Comparando os resultados dos parabenos, a viabilidade do metilparabeno tem sua maior
reducdo da viabilidade nas concentragdes mais altas em tempos de exposi¢cdo mais longos,
sugerido que requer altas concentragdoes e tempo de exposi¢do prolongados para que possa
exercer um efeito citotoxico significativo. O etilparabeno apresentou-se um perfil citotoxico
maior comparado ao metilparabeno. O propilparabeno obteve reducdo da viabilidade das
células HACAT em todos os tempos, por outro lado, o butilparabeno apresenta maior toxicidade

comparado aos outros parabenos testados.

Em seguida, ap6s verificacdo da queda de viabilidade das células HACAT pelo ensaio
de reducao de MTT, foi realizado o ensaio de atividade de LDH, como mostra a figura 10, nas
mesmas concentracdes usadas anteriormente ao ensaio de MTT. Os resultados observados
mostram o aumento dos niveis de LDH sobrenadante comparado ao controle de células
saudaveis. Pode-se perceber, ao compararmos as concentragdes testadas com o controle

positivo de morte celular, tratados com Triton™ X-100 0,1%.

Pode-se observar um aumento progressivo da liberagdo de LDH, a partir das
concentragdes intermedidrias, em células expostas ao metilparabeno e uma reducdo gradual da
viabilidade celular por MTT, indicando o comprometimento gradual da célula, sendo mais
expressivo em altas concentragdes apos 72h, sugerindo que, embora possua menor cadeia
quimica, exerce acdo toxica. O etilparabeno demonstra um padrdo mais discreto de liberagao
de LDH com significancia estatistica apenas em algumas concentragdes. A reducao drastica na

atividade mitocondrial e o aumento expressivo na liberagdo de LDH indicam que o
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propilparabeno e butilparabeno exercem um comprometimento celular extensivo de forma

eficiente, indicando uma agao altamente toxica e rapida.
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Figura 10 — Liberacao de LDH nas células HACAT. Ensaio de reducao de LDH realizado
em exposicao da linhagem HACAT aos parabenos, nas concentracdes de 0,07; 0,15; 0,62; 1,25;
2,5 pg/mL, nos tempos de 24, 48 e 72h. A condi¢gdo CONTROLE - representa o controle de
células viaveis, apenas cultivadas em DMEM High Glucose. O controle de morte celular
(CONTROLE +) foi realizado através de lise pelo uso de soluc¢do de Triton™ X-100 0,1%. Nao
houve troca de meio de cultura nos diferentes dias de andlise. A andlise estatistica foi realizada
através do teste one-way ANOVA com multiplas comparacgdes onde, * P <0,05, ** P <0,01,

*#% P <0,001 (Anova One-way).

5.4 Producao de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS)

Para avaliar a produgdo de espécies reativas de oxigénio pela HACAT durante a

exposi¢ao com os éters de parabenos, foi escolhido o tempo de 24 e 48 horas de interacdo. O
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fluorocromo utilizado neste ensaio, o dihidroetidio (DHE), sofre oxidagdo por moléculas de
espécies reativas de oxigénio, sendo entdo reconvertido a EthD-1, que possui afinidade quimica
com moléculas de DNA, as quais se liga e marca o nucleo das células, emitindo fluorescéncia
no segmento vermelho do espectro da luz visivel. A intensidade da marcacdo fluorescente ¢
diretamente proporcional a producdo de espécies reativas de oxigénio na célula. As
concentragoes utilizadas na exposicdo ao parabeno para todas as linhagens foram de 0,07 a
2,5ng/mL. Na figura 11 e 12 podem ser observado a produgdo de espécies reativas de oxigénio
pela linhas HACAT na condicio CONTROLE - sem qualquer exposi¢do aos parabenos € na
condicdo CONTROLE + foram expostos ao Triton™ X-100 0,1%. Em geral, os resultados
obtidos apontam um aumento crescente dos niveis de ROS de forma dependente a concentracdo
do parabeno. Uma elevacdo moderada ¢ observada no tempo de 24h, enquanto em 48h esse

aumento torna-se mais expressivo como observado nas figuras 11 e 12.
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Figura 11 — Anélise da producio de espécies reativas de oxigénio em células HACAT apés

interacao com diferentes concentracoes de parabenos por 24 horas. A analise estatistica foi

realizada através do teste One-way ANOVA com multiplas comparagdes de Tukey comparado

ao respectivo grupo controle (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001).
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Figura 12- Analise da producio de espécies reativas de oxigénio em células HACAT apos

interacio com diferentes concentracdes de parabenos por 48 horas. A analise estatistica foi

realizada através do teste One-way ANOVA com multiplas comparagdes de Tukey comparado

ao respectivo grupo controle (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001).

Nos ensaios de viabilidade observou-se uma redugao significativa na viabilidade para

concentragdes mis altas. Valores que coincidem com o aumento dos niveis de ROS, sugerindo
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que o estresse oxidativo pode ser um dos principais mecanismos envolvidos na toxicidade nas
células quando expostas aos parabenos. Em concentracdes baixas e intermediarias, os niveis de
ROS parecem aumentar sem causar uma reducgao imediata a viabilidade, indicando que a célula
ativa mecanismos antioxidantes compensatorios, inicialmente. Em concentragdes mais

elevadas, confere-se dano oxidativo levando a morte celular.

5.5 Monitoramento Celular em Tempo Real por Impedancia Elétrica

Com o monitoramento em tempo real da HACAT, foi analisado a proliferacao celular
pelo periodo de 0 a 96 horas. Ap6s 24h de plaqueamento, as células foram expostas as diferentes
concentragdes de parabenos (0,07 - 2,5ug/mL) e submetido a anélise da proliferagdo e a adesao
da HACAT. A figura 13 mostra o conjunto de microeletrodos de ouro presentes na superficie
do interior da placa de 96 pogos. E possivel notar um total de 9 linhas no gréfico, sendo seis
condi¢des de exposi¢do e trés controles (DMEM High Glucose e 10% SFB, representando

células viaveis em auséncia dos parabenos; TRITON™ X-100 0,1% para o controle de morte

celular e TRITON™ X-100 0,1% ¢ DMEM High Glucose 10% de SFB).

T

Figura 13- Conjunto de microeletrodos de ouro. Imagens de microscopia Optica invertida de

contraste de fase obtidas de um pogo aleatorio da placa de 96 pogos utilizada no ensaio de
monitoramento em tempo real por impedancia elétrica, realizado no xXCELLigence. Ambas as
imagens foram obtidas ao final do experimento. Em A observa-se os microeletrodos de outro

através de uma objetiva de 4X de aumento, enquanto em B a visualizagdo ocorreu por uma
objetiva de 10X. Fonte: DAL-CHERI, 2021.

Inicialmente, no tempo zero foram adicionadas 5x10° células por pogo. Nas primeiras
horas, constatou-se a formagdo dos focos de adesdo celular, evidenciada pelo aumento
progressivo da impedancia elétrica. Esse aumento esta associado a deposi¢ao e ao espalhamento

das células sobre os eletrodos. Em seguida, a curva de impedancia atinge um plato, indicando
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a estabilizagdo da adesao celular e confirmando a formagao de um indice celular (IC) estavel.
No tempo de 24h observou-se uma queda do indice celular com a exposi¢ao dos parabenos,
seguido de uma queda drastica dos controles para morte celular em fungdo do TRITON™ X-
100 0,1%. A figura 14 apresenta o ensaio de impedancia elétrica das células HACAT, onde o
metilparabeno apresentou alteragdes graduais e sutis ao longo do tempo. Em baixas
concentragdes o IC manteve-se relativamente estavel, indicando que as células ndo sofreram
alteracdes significativas. Mas em concentragdes mais elevadas observou-se uma diminui¢ao
gradual do IC. Novamente, o etilparabeno induz alteragdes mais notaveis quando comparado
aos resultados do metilparabeno, observando-se uma diminui¢ao do IC mais acentuado, mesmo
em baixas concentracdes. O resultado do propilparabeno corrobora com os resultados dos testes
de MTT e LDH demonstrando uma toxicidade crescente quando correlacionado aos parabenos
anteriores. O butilparabeno segue com um notorio padrao de toxicidade, onde ¢ observados
uma diminuic¢ao acentuada e imediata no IC, mesmo em baixas concentragdes o que indica que

o butilparabeno induz altera¢des drasticas nas primeiras horas de exposic¢ao celular.
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Figura 14 - Monitoramento em tempo real da adesdo e proliferacio da HACAT por
impedancia elétrica. O indice celular (eixo y) é calculado em relagdo ao tempo (eixo x). A
andlise foi realizada desde o plaqueamento até o fim do experimento, totalizando 96h. A
condicdo CONTROLE NEGATIVO representa células cultivadas DMEM High Glucose € 10%
SFB sem nenhum parabeno, representando células vidveis. A condigdo CONTROLE
POSITIVO representa células tratadas com TRITON™ X-100 0,1% para o controle de morte
celular e a condi¢do MEIO + TRITON representa células tratadas com TRITON™ X-100 0,1%
e DMEM High Glucose 10% de SFB. A analise estatistica foi realizada através do teste One-
way ANOVA com multiplas comparagdes de Tukey comparado ao respectivo grupo controle

(* p <0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

5.6 Analise Morfologica da Linhagem HACAT Apos Exposicao aos Parabenos

por Microscopia Optica

As analises morfologicas foram observadas em microscopio Optico em contraste de fase
em comparac¢do da linhagem celular HACAT ap6s a exposicao aos parabenos (metil-, etil-,
propil- e butilparabeno), diante as seis concentragdes distintas, comparadas as células viaveis,
Controle DMEM HIGH (condi¢des sem a presenca dos compostos de parabenos) e células
expostas ao Triton (como controle positivo para morte celular) nos tempos de 24, 48 e 72h. Para
cada condi¢do foram analisados 10 campos aleatdrios. Contudo, € possivel observar na figura
15, 24h ap6s o tratamento, que ha semelhancas na morfologia celular em todas as condig¢des
tratadas, onde as células se encontram aderidas. Exceto pela condigdo Triton, todas as condigdes
apresentam células integras, preservando seu contorno celular e com pouca confluéncia. No

tempo de 48h, na figura 14, é notavel a perda da delimitagdo celular caracteristica da linhagem
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HACAT nas condigdes tratadas com parabenos. A condi¢do Controle DMEM HIGH, onde nao
houve exposicdo aos parabenos, apresentam morfologia caracteristicas da linhagem e
confluéncia. Na condic¢ao Triton, apresentam-se células com a morfologia tipica de sofrimento
celular, com a perda total da sua morfologia caracteristica e diminuicdo do didmetro celular.
Também ¢ possivel notar a presenga de vactolos, que podem ser pequenas goticulas,
possivelmente lipidicas, provavelmente relacionadas a desordens metabolicas ocasionadas pelo

tratamento com os parabenos, indicando possivel esteatose.
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Controle DMEM HIGH — 24h Controle Triton™—4sn 18

parabenos. Andalise morfologica da linhagem HACAT apds 24h de exposicdo a diferentes
concentragdes de parabenos. Nao houve alteragdo morfoldgica nas células tratadas com
parabenos. O controle representa células viaveis, apenas cultivadas em DMEM High Glucose.
As imagens foram obtidas por software acoplado ao microscépio Optico invertido de contraste

de fase. Escala: 10 um. Foram analisados 10 campos aleatorios para cada condigdo.
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Figura 16 - Morfologia dos queratinocitos apos 48 horas de exposicio aos parabenos.
Verifica-se também, a possivel presenca de parabenos no sobrenadante celular (parabenos nao
internalizados pelas células) e vactiolos celulares. O controle que representa células vidveis foi
cultivado com DMEM High Glucose. O controle negativo com Triton. As imagens foram

obtidas por software acoplado ao microscopio dOptico invertido de contraste de fase. Escala: 10

um. Foram analisados 10 campos aleatorios para cada condigao.
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Figura 17 - Morfologia da linhagem HACAT apos 72 horas de interagdo com parabenos.

E possivel notar a diminuigo da concentragio celular comparado aos tempos de 24 ¢ 48 horas.
Também ¢ visivel os sinais de sofrimento celular e pouca presenga de parabenos no meio
extracelular. As condi¢des sdo as mesmas descritas nas concentragdes de 24 e¢ 48 horas. As
imagens foram obtidas por software acoplado ao microscopio Optico invertido de contraste de

fase. Escala: 10 pm. Foram analisadas 10 campos aleatorios para casa condigao.
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Em 72h apds o tratamento das células HACAT, encontrou-se menos aderidas e com
caracteristicas de sofrimento celular, redu¢ado significativa da populacao celular e perda total da
morfologia caracteristica da linhagem HACAT e também a presenca de mais granulos
citoplasmatico, como observado na figura 17. Além disso, € possivel notar algumas diferengas
morfoldgicas no Controle DMEM HIGH, entretanto mantém a confluéncia. A condi¢dao
Controle Triton apresenta debri celulares, no qual trata-se de residuos celulares indicando morte

ou dano celular devido a exposicao prolongada ao agente positivo para morte celular.
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6. DISCUSSAO

A linhagem celular HACAT referem-se a queratindcitos epiteliais humanos adultos, que
quando cultivamos s3o do tipo aderente. As células HACAT possuem um formato
predominantemente poligonal ou fusiforme, dependendo da fase de crescimento e confluéncia
da cultura. Em culturas subconfluentes (quando as células ainda ndo cobriram toda a superficie
do frasco de cultura), ¢ comum observar células com formato mais alongado e fusiforme. No
entanto, a medida que a confluéncia aumenta, as células tendem a se organizar em
monocamadas mais compactas, assumindo um formato poligonal com bordas bem definidas,
caracteristica tipica de epitélios escamosos estratificados O citoplasma das células HACAT ¢
abundante e levemente granular, indicando uma atividade metabolica significativa. O nucleo €
ovalado e apresenta cromatina distribuida de maneira homogénea, com nucléolos evidentes, o
que sugere uma atividade transcricional ativa. Além disso, a linhagem HACAT possui um alto
grau de aderéncia ao substrato, mantendo conexdes intercelulares por meio de desmossomos e
jungdes de adesdo, fundamentais para a estabilidade estrutural do epitélio permitindo que
formem monocamadas organizadas semelhantes ao epitélio estratificado in vitro (BOUKAMP
et al., 1988; VASVANI et al., 2020). Além disso, a linhagem HACAT ¢ conhecida por sua
resisténcia a agentes quimicos e fisicos, sendo um modelo eficiente para estudos de toxicidade
cutdnea e carcinogénese (WANG et al, 2020). Também possui um tempo de duplicacio,

consideravelmente rapido, de cerca de 22h, de acordo com a ATCC.

Os objetivos deste estudo foram alcangados, evidenciando os efeitos citotoxicos dos
parabenos sobre queratinocitos humanos (HACAT) de maneira dependente da concentragao e
do tempo de exposi¢do. Observou-se que, nas primeiras 48 horas, ndo houve diferencas
significativas na taxa de crescimento celular entre os grupos tratados e o controle. Entretanto,
apos 72 horas, constatou-se uma diminui¢do notavel no crescimento celular, sugerindo que, em
exposi¢des mais curtas, as células conseguem resistir aos efeitos do estresse induzido pelos
parabenos. Monteiro (2017) destaca que os parabenos, embora amplamente utilizados como
conservantes devido as suas propriedades fungicidas e bactericidas, podem ser hidrolisados a
acido para-hidroxibenzdico por -carboxilesterases de queratinocitos quando aplicados
topicamente. Essa biotransformacao pode influenciar a resposta celular aos parabenos,
sugerindo que, em tempos de exposi¢do mais curtos, as células conseguem metabolizar e resistir
aos efeitos adversos desses compostos. No entanto, exposi¢des prolongadas podem
sobrecarregar os mecanismos de defesa celular, levando a diminuicdo da viabilidade observada

em nosso estudo.
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A viabilidade celular e a produgdo de espécies reativas de oxigénio, foram avaliadas
através do método de analise de alto conteudo (HCA). Os resultados obtidos nos ensaios de
viabilidade celular, os queratindcitos expostos aos quatros tipos de parabenos, ao longo de 72
horas mostram padrdes de resposta distintos, evidenciando tanto um efeito dose-dependente
quanto as variacdes na citotoxicidade entre os éters testados. Inicialmente, a exposi¢do a
concentragdes mais baixas apresentou variagdes na viabilidade, sugerindo que, em algumas
amostras, as células poderiam estar apresentando um mecanismo de adaptacdo ou mesmo uma
resposta proliferativa. No entanto, 8 medida que o tempo de exposicao foi aumentando, tornou-
se evidente que as concentragdes mais elevadas resultaram em uma reducdo significativa da
viabilidade celular, reforcando a hipotese de que os parabenos exercem um efeito toxico sobre
os queratindcitos. Concentragdes mais elevadas (>1,25 mM) resultaram em uma redugao
significativa da viabilidade celular, especialmente para os parabenos de cadeia mais longa,
como o butilparabeno e o propilparabeno. Franchini et al. (2021) associou o aumento da cadeia
alquilica dos parabenos com a lipoficilidade - uma maior capacidade de penetracdo na

membrana celular e, consequentemente, maior capacidade de toxicidade.

A toxicidade também foi determinada através do ensaio de MTT sobre a linhagem de
queratinocito humano, no qual seguiram o mesmo padrao observado no ensaio de viabilidade.
Reforcando, mais uma vez que os parabenos exercem efeitos de maneira dependente da
concentracao se do tempo de exposi¢ao. O ensaio de MTT indicou uma redugdo progressiva na
atividade metabolica das células expostas a concentragdes mais elevadas, especialmente em 72
horas. Esse efeito também foi confirmado pelo ensaio de liberacdo de LDH, que demostrou um
aumento na permeabilidade da membrana celular, indicando possivel dano estrutural. Esses
achados sdo consistentes com estudos que relatam que a exposi¢ao a conservantes cosméticos
pode afetar distintamente a citotoxicidade nas células da pele, influenciando a viabilidade

celular em fibroblastos e queratindcitos (Glaz et al., 2023).

Entre os parabenos avaliados, o butilparabeno e o propilparabeno mostraram-se mais
citotoxicos, levando a uma queda notdvel na viabilidade celular, principalmente nas
concentragdes mais altas e em tempos prolongados. Esse comportamento pode estar
relacionado a maior lipofilicidade destes parabenos, que facilitam sua penetracdo na membrana
celular e potencializam seus efeitos adversos sobre os processos intracelulares, como a
disfunc¢do mitocondrial e o aumento do estresse oxidativo (CASHMAN & WARSHAW, 2005),

evidenciado pelo ensaio de ROS. O estresse oxidativo ocorre quando a geragcao de ROS excede

50



a capacidade do mecanismo de defesa antioxidante, levando a peroxidagao lipidica e dano na
membrana celular, além de danos no DNA, morte celular apoptética, redugao da geracao de
ATP, e eventualmente a morte celular (POON et al., 2020; NAKVASINA et al., 2021). A
avaliacdo em dois tempos demonstrou o aumento da producgdo de espécies reativas de oxigénio,
onde o butilparabeno induziu maiores niveis de ROS, seguido pelo propilparabeno. Esses
resultados apontam que a geragdo de ROS ¢ um dos mecanismos envolvidos na citotoxidade
dos parabenos, podendo levar a danos oxidativos em componentes celulares essenciais, como
lipidios, proteinas e DNA (KIM; XUE, 2020). Em contrapartida, o metilparabeno e o
etilparabeno demonstraram uma a¢do menos agressiva, com menos variagdes na viabilidade ao
longo do tempo, sugerindo que sua toxicidade pode ser relativamente menor em comparagao
com os parabenos de cadeia mais longa.

Como citado anteriormente, a influéncia do tempo de exposi¢dao também foi um fator
determinante nos resultados obtidos. a exposi¢do aos parabenos também afetou o tempo de
duplicagdo e a taxa de crescimento das células HACAT. Nos tempos iniciais (as primeiras 24
horas) algumas concentragdes nao apresentaram redugdes expressivas na viabilidade, e em
certos casos foi observada até uma leve elevagdo, que pode estar associada a um efeito
proliferativo transitério das células. Entretanto, apds 48 e 72 horas, foi observado a tendéncia
predominante da redugdo da viabilidade celular, especialmente para as maiores concentragoes,
confirmando que a exposi¢ao prolongada intensifica os danos celulares e pode levar a processos
de morte celular (SANTOS; SIPERT, 2021). Também ¢ importante ressaltar que a presenga dos
controles reforca a confiabilidade dos dados, ja que o controle negativo, contendo apenas meio
de cultura, manteve a viabilidade celular elevada ao longo de todo o experimento, enquanto o
controle positivo, composto por Triton, levou a uma viabilidade celular reduzida a 0% em 72
horas, evidenciando que o ensaio foi capaz de detectar a toxicidade conforme esperado. Esses
achados sustentam a ideia de que os efeitos observados nas células foram, de fato, decorrentes
da exposi¢do aos parabenos e nao de interferéncias experimentais.

Através do monitoramento celular em tempo real por impedancia elétrica pelo sistema
xCELLigence®, onde ocorre o monitoramento de alteragcdes nas propriedades de impedancia
das células apos a exposi¢ao a agentes bioativos (ISO/TS - 21633, 2021). As células tratadas
com parabenos, revelou alteragdes significativas na integridade e adesdo celular. Em
concentracdes mais elevadas, foi constatado, o comprometimento da integridade da membrana
e das jung¢des intercelulares. O que corroboram com os resultados obtidos nos ensaios de LDH
e ROS, sugerindo que os parabenos afetam ndo apenas a viabilidade celular, mas também a

integridade estrutural e funcional das células (HOFMANN; PRIEM, 2020).
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A observacdo da morfologia da linhagem HACAT por microscopia Optica exposta a
diferentes parabenos ao longo dos tempo experimentais (24, 48 e 72 horas), permitiu a avaliagao
das células. No controle negativo (DMEM High Glucose), as células apresentaram morfologia
epitelial caracteristica, com contornos definidos, adesdo celular e confluéncia preservada em
todos os tempos, indicando auséncia de toxicidade. Em contrapartida, o controle positivo
(TRITON™ X-100) induziu efeitos como a perda da monocamada, principalmente em 48 e 72
horas. As células expostas ao metilparabeno apresentaram alteragdes discretas em 24 horas,
como uma leve retragdo celular e espacamento intercelular, sugerindo o inicio da toxicidade.
Com 48 horas, observou-se maior desorganizagdo da monocamada e presenga de células
arredondadas e apo6s 72 horas, a perda de adesdo e o encolhimento celular tornaram-se mais
acentuados, compativeis com acumulo de dano celular. A exposi¢ao ao etilparabeno resultou
em alteracdes mais evidentes quando comparadas com o metilparabeno nas primeiras 24 horas,
com o aumento do espacamento entre as c€lulas e perda da confluéncia. No tempo de 48 horas
a alteracdo morfologica tornou-se mais pronunciada com células retraidas e inicio de
fragmentacdo. Apods 72 horas, nota-se o aumento de células flutuantes. As células tratadas com
propilparabeno e butilparabeno demonstraram efeitos citotoxicos mais intensos. Em 24 horas,
podem ser notadas células arredondadas e retraidas, com perda da monocamada, aumento de
corpos celulares fragmentados e rarefacdo das células aderidas, especialmente nas células

tratadas com butilparabeno.

Por fim, sobre o efeito citotoxico dos parabenos, os resultados obtidos indicam que ¢
um efeito dose e tempo-dependente, principalmente em parabenos de cadeia mais longa, que
apresentaram um impacto mais expressivo. Esses achados reforcam a necessidade de uma
analise criteriosa sobre a seguranca do uso continuo desses compostos em produtos cosméticos
e de cuidados pessoais, especialmente considerando a exposi¢ao cutanea prolongada. A relagao
entre lipofilicidade e toxicidade sugerindo que o acumulo dessas substancias pode representar
um risco para a integridade celular (YAMAMOTO et al., 2023; SINGH et al., 2021), podendo
desencadear processos inflamatorios ou de morte celular. O que questiona estudos anteriores
sobre a seguranca do uso dos para anos, reforcando que possuem um efeito estrogénico na pele
humana (DEBRAE, 2004). Segundo Monteiro (2017), embora os parabenos sejam
considerados seguros para a maioria da populacao, a sensibiliza¢dao pode ocorrer, especialmente
em peles danificadas, e que a atividade estrogénica dos parabenos de cadeia mais longa levanta

preocupacoes sobre sua seguranga em uso prolongado.
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Em suma, os resultados obtidos em nosso estudo ndo apenas contribuem para um melhor
entendimento da toxicidade dos parabenos sobre células da pele, mas também fornecem
materiais para discussdes futuras sobre a regulacdo, dosagem e o desenvolvimento de
alternativas menos agressivas para formulacdes cosméticas. A consideracdo de compostos
naturais, como Oleos essenciais, tem sido sugerida como uma alternativa promissora aos
conservantes sintéticos, devido as suas propriedades antimicrobianas € menor potencial de
toxicidade (Carvalho; Estevinho; Santos, 2016; Cheng et al., 2020). No entanto, ¢ fundamental
que estudos adicionais sejam conduzidos para avaliar a eficicia e seguranga desses substitutos

naturais em comparagao aos parabenos tradicionais.

53



7. CONCLUSOES

Os resultados deste estudo demonstram, de maneira inequivoca, que a exposi¢ao dos
queratindcitos humanos (HaCaT) aos diferentes tipos de parabenos promove efeitos citotoxicos
dependentes da concentragdo e do tempo de exposicao. Embora a viabilidade celular tenha se
mantido relativamente estavel nas primeiras 48 horas de exposi¢do, a andlise em 72 horas
revelou uma reducao significativa na proliferagdo celular, especialmente para os parabenos de
cadeia mais longa, como o propilparabeno e o butilparabeno. Esse comportamento sugere que
a toxicidade desses compostos pode estar diretamente associada a sua maior lipofilicidade,
favorecendo sua penetragdo na membrana celular e intensificando seus efeitos adversos, como
danos mitocondriais e aumento do estresse oxidativo. A analise do tempo de duplicacdo celular
reforga essa observacao, uma vez que, enquanto o crescimento celular permaneceu proéximo ao
controle em concentracdes baixas de etilparabeno, os demais compostos apresentaram uma
desaceleracdo significativa na taxa de proliferacdo, evidenciando que a exposicao prolongada

compromete a homeostase celular.

Do ponto de vista toxicoldgico, os achados deste estudo reforcam a necessidade de uma
avaliagdo mais criteriosa sobre o uso de parabenos em formulagdes cosméticas e
dermatologicas. Apesar de sua ampla aceitagcdo como conservantes eficazes, as evidéncias
crescentes de seus efeitos deletérios sobre células epiteliais humanas sugerem que seu uso
continuo pode representar riscos a saude, particularmente em individuos com predisposicao a
disfungdes cutaneas ou que fazem uso prolongado desses produtos. Além disso, a relagdo entre
lipofilicidade e toxicidade observada no presente estudo levanta questionamentos sobre a
bioacumulagdo desses compostos na pele e seus possiveis efeitos a longo prazo, como a inducao
de processos inflamatorios cronicos ou mesmo o comprometimento da regeneracao tecidual.
Em vista disso, torna-se essencial a busca por alternativas seguras e eficazes para substitui¢ao
dos parabenos, especialmente na industria cosmética. O desenvolvimento de conservantes
naturais, como compostos fenolicos derivados de plantas e 6leos essenciais, tem sido explorado
como uma alternativa promissora devido as suas propriedades antimicrobianas e menor
potencial citotoxico (CARVALHO, ESTEVINHO & SANTOS, 2016; CHENG et al., 2020).
No entanto, estudos adicionais sdo necessarios para avaliar a seguranca e a estabilidade desses
compostos em formula¢des comerciais, garantindo que sua eficacia se mantenha comparavel a

dos parabenos tradicionais sem comprometer a viabilidade celular.
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Tais resultados obtidos, este estudo ndo apenas contribui para o entendimento dos
efeitos citotoxicos dos parabenos em células da pele, mas também fornece subsidios cientificos
para futuras discussdes sobre regulamentacdo e formulacdo de produtos cosméticos. A
evidéncia de que a toxicidade dos parabenos ¢ dependente da estrutura quimica e da duragao da
exposi¢do refor¢a a importancia da aplicagdo de abordagens mais rigorosas na avaliacdo da
seguranca desses compostos. Além disso, nossos achados podem estimular novas investigacdes
sobre os mecanismos moleculares envolvidos na toxicidade dos parabenos e suas potenciais
implicagdes para a saude humana, especialmente no contexto de exposigdes repetidas ao longo
da vida. Portanto, a ado¢ao de medidas preventivas € a continua busca por alternativas mais
seguras sd0 essenciais para minimizar os riscos potenciais associados ao uso prolongado de
parabenos. Estudos adicionais envolvendo modelos tridimensionais de pele e ensaios clinicos
poderdo aprofundar a compreensdo sobre os impactos dessas substancias em condigdes mais
proximas da exposic¢ao real, auxiliando na formulagdo de diretrizes mais seguras para a industria

cosmética e farmacéutica.
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