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RESUMO

Os parabenos tém sido amplamente utilizados em produtos industriais, cosméticos e
alimenticios, devido a sua eficacia na prevengao de contaminagdo microbiolégica e na
preservacao de produtos. Contudo, o crescente uso desses compostos tem gerado
preocupacdes sobre seu impacto na saude animal, humana e ambiental. Embora os
parabenos sejam habitualmente detectados em diferentes ambientes aquaticos, a
compreensao de seus efeitos sistémicos sobre organismos aquaticos ainda € limitada. O
presente estudo utilizou como modelo animal fémeas adultas de zebrafish (Danio rerio)
para avaliar os efeitos ecotoxicoldgicos da exposigao subaguda ao metilparabeno (MeP),
um dos parabenos mais utilizados e detectados, bem como ao acido 4-hidroxibenzadico (4-
HB), seu principal metabdlito. Apds a exposicdo das fémeas a concentragdes
ambientalmente relevantes de MeP e 4-HB (1,0 e 10,0 ug/L) por 7 dias, foram avaliados
parametros biométricos da agua e multiplos biomarcadores no figado, tais como indice
hepatossomatico, desbalanco redox e estresse oxidativo no figado. Os dados biométricos
e o IHS nao apresentaram alteragcdes apds o curto periodo de exposicdo. A atividade
antioxidante foi alterada, com um aumento significativo na producao de espécies reativas
de oxigénio (EROS) em todos os grupos expostos a ambos os parabenos. Os animais
expostos ao MeP e ao 4-HB apresentaram uma redugdo significativa na atividade das
enzimas superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT), além de altera¢des nos niveis de
tiol total (T-SH), com respostas mais expressivas nas maiores concentragdes testadas (10
pg/L). De forma geral, os grupos expostos ao 4-HB apresentaram maior toxicidade redox,
indicando maior capacidade desse metabdlito em comprometer os sistemas antioxidantes
hepaticos. Por outro lado, a atividade da enzima glutationa-S-transferase (GST) néao
apresentou alteragdes significativas. A peroxidacao lipidica, avaliada pelos niveis de
malondialdeido (MDA), aumentou significativamente nos grupos expostos ao 4-HB e a
maior concentracao de MeP, indicando dano oxidativo as diferentes membranas celulares.
O aumento nos niveis de proteina total nos grupos tratados com 4-HB indica possiveis

respostas adaptativas do organismo. Nossos achados corroboram estudos prévios nos



quais o MeP provoca desequilibrio redox e danos oxidativos. Entretanto, de forma inédita,
demonstramos que a exposicdo ao 4-HB causou maior toxicidade hepatica em
comparacgao ao MeP, com efeitos mais expressivos na reducao das defesas antioxidantes
e no aumento da peroxidagao lipidica. Os resultados demonstraram que o 4-HB causou
maior impacto no figado das fémeas de zebrafish em comparagéo ao MeP. Os resultados
sugerem que a exposi¢do subaguda a ambos os parabenos, e especialmente ao 4-HB,
representa um maior impacto na homeostase redox e possivelmente ao metabolismo
hepatico em peixes, evidenciando a necessidade de investigacdes mais aprofundadas
sobre os efeitos ecotoxicoldgicos da exposicado ao 4-HB, visto que se trata de um
metabdlito comum aos diferentes parabenos parentais e tem sido ubiquamente detectado

no ambiente e em amostras de organismos aquaticos.

Palavras-chave: defesa antioxidante, ecotoxicologia, parabenos, peixes, poluicao
aquatica



COMPARATIVE ASSESSMENT OF REDOX BIOLOGY BIOMARKERS IN THE LIVER
OF FEMALE ZEBRAFISH EXPOSED TO METHYLPARABEN AND 4-
HYDROXYBENZOIC ACID

ABSTRACT

Parabens have been widely used in industrial, cosmetic, and food products due to their
effectiveness in preventing microbial contamination and preserving products. However, the
increasing use of these compounds has raised concerns about their impact on animal,
human, and environmental health. Although parabens are frequently detected in various
aquatic environments, understanding their systemic effects on aquatic organisms remains
limited. This study used adult female zebrafish (Danio rerio) as an animal model to evaluate
the ecotoxicological effects of subacute exposure to methylparaben (MeP), one of the most
commonly used and detected parabens, as well as 4-hydroxybenzoic acid (4-HB), its
primary metabolite. After exposing the females to environmentally relevant concentrations
of MeP and 4-HB (1.0 and 10.0 yg/L) for seven days, multiple biomarkers in the liver were
assessed, including biometric parameters, the hepatosomatic index, redox imbalance, and
oxidative stress. Biometric data and the hepatosomatic index showed no significant
alterations after the short exposure period. However, antioxidant activity was affected, with
a significant increase in reactive oxygen species (ROS) production in all groups exposed
to both parabens. Animals exposed to MeP and 4-HB exhibited a reduction in the activity
of the antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT), with more
pronounced reductions associated with 4-HB, especially at the higher concentration.
Conversely, total thiol (T-SH) levels, an antioxidant capacity biomarker, and the activity of
glutathione-S-transferase (GST) showed no significant changes compared to the control
group. Lipid peroxidation, evaluated through malondialdehyde (MDA) levels, significantly
increased in groups exposed to 4-HB and the higher concentration of MeP, indicating
oxidative damage to cell membranes. On the other hand, the increase in total protein levels
in 4-HB-treated groups suggests possible adaptive responses by the organism. Our

findings support previous studies showing that MeP induces redox imbalance and oxidative
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damage. However, for the first time, we demonstrate that exposure to 4-HB results in
greater hepatic toxicity compared to MeP, with more pronounced effects on the reduction
of antioxidant defenses and the increase in lipid peroxidation. The results indicate that 4-
HB had a more significant impact on the liver of female zebrafish compared to MeP. These
findings suggest that subacute exposure to both parabens, especially 4-HB, has a greater
impact on redox homeostasis and possibly hepatic metabolism in fish, highlighting the need
for further investigations into the ecotoxicological effects of 4-HB exposure. Given that 4-
HB is a common metabolite of various parent parabens and has been ubiquitously detected

in the environment and aquatic organisms, further research is crucial.

Key-word: Antioxidant defense, ecotoxicology, parabens, fish, aquatic pollution
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CAPITULO 1 - APRESENTAGAO

O crescimento populacional e a intensificagcdo das atividades industriais tém
resultado na introdugao de diversos contaminantes de preocupagao emergentes (CECs)
nos ecossistemas aquaticos, entre eles os parabenos. Esses compostos sdo amplamente
utilizados em produtos cosmeéticos, farmacéuticos e alimenticios devido as suas
propriedades antimicrobianas e antifungicas. No entanto, substancias como o
metilparabeno (MeP) e o propilparabeno (PrP) tém sido frequentemente detectadas em
aguas residuais e corpos hidricos, mesmo em concentragbes da ordem de microgramas
ou nanogramas por litro (ug/L ou ng/L). Apesar dessas concentragbes serem
relativamente baixas, os parabenos possuem potencial para causar impactos ambientais
significativos, afetando a saude de organismos aquaticos (Haman et al., 2015; Derisso et
al., 2020; Santos et al., 2016).

A presenca desses contaminantes tem sido associada a diversos efeitos
adversos, incluindo desregulagao endocrina, toxicidade reprodutiva, estresse oxidativo e
danos ao DNA. Esses impactos podem comprometer a sobrevivéncia e a reprodugéo de
espécies aquaticas, alterando a dinamica populacional e a estrutura dos ecossistemas
(Routledge et al., 1998; Hu et al., 2023; Penha et al., 2021). Além disso, os parabenos e
seus metabdlitos, como o acido 4-hidroxibenzdico (4-HB), apresentam potencial de
bioacumulagdo e biomagnificagdo na cadeia alimentar aquatica, podendo atingir
concentragdes preocupantes em organismos de niveis troficos superiores (Zhu et al.,
2024; Xue et al., 2017).

A bioacumulagdo de parabenos em tecidos de peixes e outros organismos
aquaticos tém sido associada a efeitos tdxicos cronicos, como hepatotoxicidade,
neurotoxicidade e embriotoxicidade (Dasmahapatra et al., 2024). Estudos de toxicidade
em diferentes fases do ciclo de vida tém demonstrado que a exposi¢ao a parabenos pode
levar a um desbalango no sistema redox dos organismos aquaticos, comprometendo a

homeostase celular (Dasmahapatra et al., 2024). A alteracdo no equilibrio entre espécies
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reativas de oxigénio (ROS) e os mecanismos antioxidantes pode resultar em danos
estruturais e funcionais, afetando processos fisiologicos essenciais (Dasmahapatra et al.,
2024). Esses efeitos toxicos podem se manifestar de maneira aguda ou crénica,

dependendo da concentragao e do tempo de exposigdo aos compostos.

A bioacumulagcdo e biomagnificacdo dos parabenos na cadeia alimentar
representam uma ameaca adicional a biodiversidade e a saude dos ecossistemas
aquaticos (McMullen et al., 2024). Estudos demonstram que esses compostos podem se
acumular nos tecidos de organismos aquaticos, aumentando sua concentragéo ao longo
da cadeia alimentar (Zhu et al., 2024; Xue et al., 2017). Esse fenbmeno pode expor
predadores de topo a concentragcdes elevadas de parabenos, resultando em impactos
téxicos que podem comprometer a estrutura e a funcionalidade das comunidades

aquaticas.

Os efeitos deletérios dos parabenos nao se restringem a organismos individuais,
mas podem gerar impactos em cascata em niveis populacionais e ecossistémicos,
reduzindo a resiliéncia das populagdes e afetando a estabilidade das cadeias alimentares
(Xu et al., 2024). Diante desse contexto, a contaminagao por parabenos e outros CECs se
configura como uma ameaga significativa a biodiversidade e a estabilidade ecolégica dos
ecossistemas aquaticos (Btedzka et al., 2014). Portanto, torna-se essencial a realizagao
de estudos que avaliem os efeitos toxicologicos desses compostos e identifiquem

estratégias eficazes de mitigacao.

Esta dissertagcdo € composta por uma revisdo de literatura na tematica acima
apresentada e, a seguir, por um manuscrito no formato de artigo cientifico, o qual teve
como objetivo avaliar os efeitos toxicolégicos de concentracbes ambientalmente
relevantes do metilparabeno (MeP) e de seu metabdlito acido 4-hidroxibenzaico (4-HB) no

figado de fémeas de Zebrafish (Danio rerio).
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CAPITULO 2 - REVISAO DA LITERATURA

1.1 Poluigcdao ambiental e contaminantes de preocupacao emergente

O aumento populacional vem ocorrendo de forma acelerada nas ultimas décadas
e, em paralelo, o crescimento industrial. Por consequéncia, também tem aumentado os
problemas ambientais, devido a perturbacao nos diferentes ecossistemas, com reflexos
na qualidade do solo, da agua e do ar (Gomes da Silva et al., 2020). A agua € o recurso
natural de maior importancia, pois é essencial para a manutengdo da vida no planeta
(Singh, 2024). O langamento constante e crescente de contaminantes provenientes de
esgotos tratados e brutos, aguas para abastecimento publico e aguas de setores
industriais tem gerado grande preocupagao devido a presenga de substancias com
potencial prejudicial ao meio ambiente, a saude animal e a saude humana (Theerthagiri et
al., 2021).

Os sistemas agroindustriais e agropecuarios sao também grandes fontes de
contaminacédo ambiental devido ao uso intensivo de fertilizantes, pesticidas e antibioticos,
além do despejo de residuos organicos e quimicos em corpos hidricos (EI-Ramady et al.,
2022). O escoamento superficial desses compostos pode levar a eutrofizagdo de rios e
lagos, comprometendo a biodiversidade aquatica e a qualidade da agua (Zhou et al.,
2023). Além disso, metais potencialmente toxicos e residuos de defensivos agricolas
podem se acumular nos sedimentos e tecidos de organismos aquaticos, promovendo
bioacumulacéo e biomagnificacdo ao longo da cadeia trofica (Gao et al., 2021). A presenca
de hormdnios e antibidticos provenientes da pecuaria também representa um risco
significativo, uma vez que podem atuar como desreguladores enddcrinos e contribuir para
o desenvolvimento da resisténcia antimicrobiana em microrganismos ambientais
(Wilkinson et al., 2017).
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A poluicdo de ambientes aquaticos € decorrente de uma variedade de substéancias
produzidas pela industria, dentre elas estdo os chamados contaminantes de preocupacgao
emergente (CECs). Estes sdo compostos por substancias organicas e inorganicas, como
produtos farmacéuticos e de cuidados pessoais (PPCPs), pesticidas e compostos
desreguladores enddcrinos (EDCs), e sua presengca vem sendo detectada em diversos
ecossistemas aquaticos (Richardson; Kimura, 2016; Wilkinson et al, 2017, Arshad et al.,
2024). Essas substancias estdo sendo produzidas e comercializadas globalmente, sendo
inseridas no ambiente através de residuos industriais, agricolas e esgoto doméstico,
contaminando assim os corpos hidricos (Arshad et al., 2024). Ainda que sejam
encontrados em baixas concentragdes nos ambientes aquaticos (ug/L ou ng/L), se faz
necessario investigar seu comportamento no ecossistema, avaliando o potencial de
desregulagdo endocrina e ecotoxicolégico, uma vez que ha pouco conhecimento sobre

seus efeitos (Gao et al., 2021).

Figura 1. Fontes de contaminacao aquatica por poluentes emergentes. A imagem ilustra o despejo
de efluentes domésticos e industriais em corpos d'agua, destacando a presenga de compostos
quimicos que podem impactar a fauna aquatica e os ecossistemas.
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1.2 Parabenos e o seu potencial ecotoxicolégico

Os parabenos sdo um grupo de compostos quimicos derivados do acido p-
hidroxibenzoico (PHBA), caracterizados por apresentarem um anel benzénico ligado a um
grupo hidroxila (-OH) e a um grupo éster (-COOR) (Safarova et al., 2022). Sua estrutura
quimica geral pode ser representada pela formula HO-C,H,-COOR, onde R representa
diferentes cadeias alquilas ou arilas, determinando o tipo de parabeno (Figura 2) (Safarova
et al., 2022). Esses compostos possuem propriedades antimicrobianas e antifungicas,
sendo amplamente utilizados como conservantes em produtos cosméticos, farmacéuticos
e alimentares (Silveira et al., 2024; Chatterjee et al., 2024; Ramutshatsha-Makhwedzha &
Munonde, 2024). Sua capacidade de inibir o crescimento de micro-organismos os torna

eficazes na preservacgao de produtos de uso humano e industrial (Silveira et al., 2024).

Os diferentes tipos de parabenos variam de acordo com a cadeia lateral ligada ao
grupo éster da molécula (Figura 2) (Safarova et al., 2022). Entre os mais comuns, destaca-
se o metilparabeno (MeP), cuja formula molecular € CgH;O5 e que contém um grupo metila
(-CH3) como cadeia lateral (Figura 2). Ele apresenta alta solubilidade em agua e é
amplamente utilizado em cosmeéticos e produtos farmacéuticos (Haseeb, 2025). O
etilparabeno (EtP), com féormula CgH,,0O;, possui um grupo etila (-CH,CH;) e tem
propriedades semelhantes as do MeP, mas com leve diferenga em solubilidade e poténcia
antimicrobiana (Haseeb, 2025). O propilparabeno (PrP) (C,,H,,0;) apresenta um grupo
propila (-CH,CH,CH;) e maior atividade antimicrobiana, especialmente contra fungos
(Haseeb, 2025). O butilparabeno (BuP) (C,;H,,03;) contém um grupo butila (-
CH,CH,CH,CH;), sendo menos soluvel em agua, mas altamente eficaz na inibicdo do

crescimento microbiano (Haseeb, 2025).

Além desses, o benzilparabeno (BzP) (C,4,H,,03) possui um grupo benzila (-
CH,C¢Hs) e, embora menos comum, é utilizado em algumas formulagées cosméticas
(Haseeb, 2025). Variantes estruturais como o isopropilparabeno e o isobutilparabeno

apresentam ramificagbes em suas cadeias laterais alquilas, conferindo diferentes graus
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de solubilidade e eficacia antimicrobiana (Figura 2). Outro composto relevante é o acido
4-hidroxibenzoico (4-HB) (C,HO;), que é o metabdlito primario dos parabenos apds sua
degradagao no organismo ou no meio ambiente (Vale et al., 2022) (Figura 2). O 4-HB € o
principal metabdlito dos parabenos, sendo produzido no figado a partir da hidrdlise por
parte de enzimas esterases hepaticas (Abbas et al., 2010). Em diversas espécies vegetais,
0 4-HB pode ocorrer naturalmente tanto sob a forma livre quanto como um conjugado
glicosidico (Yang et al., 2018; Rudenko et al., 2023).
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Figura 2. Estrutura quimica dos parabenos comumente empregados em formulacdes comerciais
e industriais e também do acido p-hidroxibenzdico (Silveira et al., 2024).

Os parabenos estao presentes em até 90% dos produtos cosméticos e tém sido

detectados em 4aguas residuais e corpos hidricos, especialmente na Europa, com
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concentracdes variando de 30.000 ng/L para MeP e 20.000 ng/L para PrP (Haman et al.,
2015). No Brasil, Derisso et al. (2020) identificaram a preseng¢a de parabenos em quatro
corregos da cidade de Sao Carlos, municipio de Sdo Paulo, onde EtP e BuP tiveram
concentragoes de 0,38 a 6,40 ug/L e 2,50 a 11,00 ug/L , respectivamente. No mesmo
estudo foi identificado também a presenca de MeP e PrP em concentragdes de até 0,98
Mg/L o MeP e 0,70 a 7,90 ug/L o PrP. Um outro estudo realizado em um rio de Curitiba, no
Parana, detectou a presenca de MeP até 2875 ng/L, EtP entre 310 e 381 ng/L, BuP com
concentragdes até 286 ng/L e PrP com concentracdes de até 486 ng/L (Santos et al.,
2016).

Os metabdlitos dos parabenos sdo formados tanto por processos de
biotransformacgao enzimatica em organismos vivos quanto por biodegradagdo ambiental
na agua e no solo (Mishra et al., 2022). O principal metabdlito gerado € o 4-HB, resultante
da hidrdlise da ligacao éster dos parabenos (Mishra et al., 2022). Esse metabdlito é
altamente persistente no ambiente e pode ser detectado em diversos organismos
aquaticos e terrestres.

Nos organismos animais, os parabenos sédo rapidamente metabolizados apds a
absorgdo, predominantemente no figado, mas também nos rins, intestino e tecidos
periféricos (Dasmahapatra et al., 2024; Alkafajy et al., 2020). A metabolizagéo ocorre em
duas fases principais: na Fase |, os parabenos sofrem hidrdlise da ligagdo éster pela agéao
de esterases, gerando o metabdlito primario 4-HB (Maia et al., 2023). Esse processo
acontece rapidamente, o que explica a baixa bioacumulagdo dos parabenos inalterados
no organismo. Ja na Fase Il, o0 4-HB pode sofrer conjugacdo com acido glicurénico ou
sulfato, facilitando sua excrec¢ao pela urina e reduzindo sua toxicidade (Maia et al., 2023).
Além do 4-HB, outros metabdlitos secundarios, como os conjugados glicuronideos e
sulfatos do MeP, EtP, PrP e BuP, podem ser formados antes da eliminagdo (Maia et al.,
2023). A rapida metabolizagdo e excregao urinaria dos parabenos levam a sua deteccgao
frequente em amostras bioldégicas humanas, como urina, sangue e leite materno (Wei et
al., 2021).
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No ambiente, os parabenos podem sofrer biodegradacdo microbiana tanto na
agua quanto no solo, levando a formacao de metabdlitos similares aos encontrados em
organismos vivos (Vale et al., 2022). Na agua, a degradagao ocorre por agdo de bactérias
e fungos presentes em corpos hidricos e em estagbes de tratamento de esgoto, onde a
principal via metabdlica envolve a quebra da ligagao éster, liberando o 4-HB (Maia et al.,
2023). No solo, micro-organismos do género Pseudomonas e Bacillus s&o capazes de
degradar parabenos, resultando na formagdo de 4-HB e, em alguns casos, de
intermediarios como hidroquinona e catecol, que podem ser posteriormente convertidos
em CO, e agua (Kar et al., 2020).

A bioacumulagdo e biomagnificacdo de contaminantes emergentes em
ecossistemas aquaticos séo fatores criticos para compreender seus potenciais impactos
ambientais e toxicologicos (Figura 3) (McMullen et al., 2024 ). Estudos recentes avaliaram
a presenca e transferéncia trofica do MeP e de seu metabdlito 4-HB (Figura 3) em
diferentes cadeias alimentares, demonstrando padrées distintos de bioacumulagédo e
biomagnificagdo para esses compostos (Zhu et al., 2024; Xue et al., 2017; Peng et al.,
2018).
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Figura 3. Representagéo da bioacumulagao e biomagnificagcdo de contaminantes emergentes em
ecossistemas aquaticos.

No estudo de Zhu et al. (2024) no Golfo de Beibu, foi observado que o MeP e o 4-
HB eram contaminantes predominantes em organismos marinhos, com concentragdes
variando de 0,18-13,77 ng/g e 13,48-222,24 ng/g, respectivamente. Embora a
bioacumulagao tenha sido limitada, com fatores de bioacumulagao (BAFs) abaixo de 5000,
os fatores de acumulo biota-sedimento (BSAFs) foram elevados, indicando
bioacumulac&o significativa dos sedimentos. O MeP apresentou biomagnificacdo na
cadeia alimentar (TMF de 2,88), enquanto o 4-HB teve um TMF de 0,45 (Zhu et al.; 2024),

sugerindo diluicao trofica devido a seu metabolismo mais rapido.

A bioacumulagdo dos parabenos nos organismos tém revelado um padréao
consistente entre os estudos. Peng et al. (2018) observaram em peixes de agua doce da
bacia hidrografica do Rio das Pérolas, na China, que o figado foi o 6rgdo com as maiores

concentragcoes de MeP e 4-HB, seguido pelo ovario, tecido adiposo e musculos dorsais,
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respectivamente, reforcando a importancia do figado como 6rgdo de bioacumulagéo.
Esses achados est&o alinhados com os resultados de Zhao et al. (2019), que identificaram
fatores de bioacumulacao (BAFs) variando entre 0,11 e 5,07, com destaque para o 4-HB,
que apresentou forte tendéncia de bioacumulagao (log BAF > 3,7) em peixes. O fator de
bioacumulacdo (BAF) é uma medida da capacidade de um organismo acumular um
contaminante a partir do meio ambiente, levando em consideragdo a absor¢do via
exposicao direta e alimentagao (Burkhard et al., 2021). Valores de log BAF superiores a 3
indicam uma alta propensao a bioacumulagéo, o que pode representar um risco ecologico
significativo. Além disso, Peng et al. (2018) identificaram um aumento nas concentracdes
de parabenos a medida que os peixes cresciam, indicando bioacumulacao dependente do
tamanho corporal. Esses resultados sugerem que, embora o0s parabenos sejam
rapidamente metabolizados, seu metabalito primario, o 4-HB, pode persistir e se acumular

em tecidos especificos, aumentando os riscos potenciais para os organismos expostos.

Estudos recentes indicam que os parabenos, especialmente o MeP, s&o os
compostos predominantes encontrados em diferentes compartimentos ambientais, com
potencial de bioacumulagdo em organismos aquaticos. Em ambientes marinhos, MeP e
PrP foram os compostos mais detectados, com concentragdes de MeP variando entre 4,42
ng/g dw em corais, 5,95 ng/g dw em sedimentos e 3,58 ng/g dw em algas (Ge et al., 2024).
A maior concentragao nos sedimentos sugere que os parabenos podem sofrer deposi¢ao
e acumulagao nesses ambientes, enquanto a detecgdo em corais reforga o potencial de

absorgao desses compostos por organismos filtradores (Ge et al., 2024).

Estudos com lagostins demonstraram que MeP e PrP s&o os parabenos
predominantes, sendo o MeP detectado em concentragdes médias de 3,69 ng/g no
hepatopancreas e 0,39 ng/g no musculo (Xu et al., 2024). Esses resultados indicam que
a bioacumulagao ocorre de forma mais intensa em 6rgdos metabdlicos e de filtragao, o
que pode estar relacionado a maior afinidade destes compostos por tecidos lipofilicos e

ao metabolismo dos crustaceos (Xu et al., 2024).
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Em peixes marinhos, MeP foi o parabeno mais detectado, com concentragcbes
variando entre 6,82 e 25,3 ng/g ww em Round scad e 6,21 a 17,2 ng/g ww em Greater
lizardfish (Pham et al., 2024). A presenga desses compostos em diferentes espécies
sugere um risco potencial de transferéncia trofica, especialmente em cadeias alimentares
marinhas. Ja em ambientes de agua doce, como lagos, MeP também se destacou como
0 parabeno mais prevalente, com concentragdes de 2,07 ng/L na agua e 2,5 ng/g nos
sedimentos (Fu et al., 2023). Esses valores indicam que, embora os parabenos sejam
soluveis em agua, parte deles pode se associar a particulas e se depositar nos

sedimentos, contribuindo para sua persisténcia no ambiente.

Estudos de bioacumulagdo em espécies de peixes detectaram o 4-HB em
concentragdes muito mais altas do que os parabenos originais, chegando a valores acima
de 68.000 ng/g em certas espécies de bivalves filtradores (Xue et al., 2017). O mesmo
estudo também encontrou altas concentragdes de 4-HB em diversas espécies de peixes,
incluindo tubarées como Tubar&do-martelo-pana (Great hammerhead), Tubarao-galha-
preta (Blacktip shark), com acumulo significativo nos rins (4110 £ 5354 ng/g, peso umido)
(Xue et al., 2017). Ja no estudo conduzido por Tran-Lam et al. (2023) na costa do Vietna,
os pesquisadores detectaram altas concentracbes de MeP e 4-HB em peixes marinhos,
com valores expressivos na espeécie largehead hairtail (Trichiurus lepturus) (MeP: 32,8
ng/g; 4-HB: 8822 ng/g de peso seco). Além disso, a pesquisa revelou biomagnificagéo
significativa para o MeP e 4-HB, com TMFs superiores a 1, diferentemente do que foi
observado por Zhu et al. (2024). Esses resultados indicam que os padroes de
bioacumulacdo e ampliacdo tréfica podem variar entre diferentes ecossistemas,
dependendo de fatores como a biotransformagdo dos compostos, a estrutura da teia

alimentar e caracteristicas fisico-quimicas do ambiente.

Os parabenos tiveram sua atividade estrogénica descrita pela primeira vez por
Routledge et al. (1998), em estudos in vitro (com leveduras) e in vivo (com ratos), nos
quais foi observada uma relagéo entre a estrogenicidade e o comprimento da cadeia do

éster do parabeno. Os primeiros estudos a avaliar os efeitos toxicos e enddcrinos dos
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parabenos e seus metabdlitos ndo encontraram evidéncias de que o 4-HB cause
desregulagdo na via hipotalamo-pituitaria-gonadal (HPG) (Pedersen et al., 2000). No
experimento, juvenis de trutas-arco-iris (Oncorhynchus mykiss) foram expostas ao 4-HB
por meio de injeg¢ao intraperitoneal em diferentes concentragdes (100 e 300 mg/kg), com

uma segunda administragao realizada no 6° dia e analise dos biomarcadores no 12° dia.

Com o passar dos anos, tem aumentado a preocupagao com os efeitos negativos
dos parabenos sobre o equilibrio ecolégico (Btedzka et al., 2014). A embriotoxicidade (Hu
et al., 2023) e o estresse oxidativo também sé&o efeitos deletérios que podem ser causados

pelo MeP e demais parabenos (Hu et al., 2022; Penha et al., 2021).

Mais recentemente, alguns estudos investigaram os impactos da exposi¢ao a
concentracdes sub-letais ou ambientalmente relevantes de parabenos (Merola et al.,
2020; Penha et al., 2021). Liang et al. (2023) expuseram embrides de Danio rerio a
diferentes concentracbes de parabenos por 120 horas, com renovagao diaria das
solugdes, utilizando MeP (20, 100 e 200 pM), EtP (20, 50 e 100 uM), PrP (2, 5e 10 uM) e
BuP (1, 2 e 5 yM). Apds a exposicédo, observaram um aumento na expressao de VTG,
indicando a indugéo da vitelogenina (VTG) em resposta ao PrP, MeP, EtP e BuP. Esses
resultados sugerem que a exposi¢ao precoce a parabenos pode ativar genes relacionados
a disrupgao enddcrina, reforgcando o potencial desses compostos em alterar processos
fisiologicos associados ao desenvolvimento reprodutivo no Zebrafish. Adicionalmente, Hu
et al. (2023) demonstraram que, apos periodo de exposigao de 28 dias ao MeP (1, 3 e 10
Mg/L), Danio rerio adulto pode ter sua atividade neural afetada, uma vez que tanto machos
quanto fémeas apresentaram um feedback negativo ao longo do eixo neuroenddcrino de
estresse, regulando negativamente as transcricobes do horménio liberador de
corticotropina (CRH) e sua proteina de ligagao, o que afetou as concentragdes de cortisol

Nno sangue.

Além disso, Hu et al. (2022) identificaram hepatotoxicidade em zebrafish expostos

a concentragdes de 0, 1, 3 e 10 pg/L de MeP por 28 dias, com exposigao subcrdnica
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resultando em vacuolizagdo hepatocelular em todos os grupos expostos. O efeito mais
severo foi observado em fémeas expostas a 10 ug/L, com ruptura da membrana celular e
nucleos reduzidos. O MeP também causou desequilibrio no estresse oxidativo,
desregulando o metabolismo lipidico no figado, intestino e sangue, além de alterar
transcricdes de receptores nucleares lipidicos e as concentragbes dos principais
metabdlitos. Em outro estudo, Penha et al. (2021) relataram que zebrafish expostos por
96h a 50 mg/L de MeP apresentaram aumento na lipoperoxidagao das branquias e maior

frequéncia de micronucleos nos eritrécitos, indicando danos ao DNA.

Apés 12 dias de exposicao a MeP, EtP, PrP, BuP, BzP e uma mistura de MeP e
PrP, as defesas antioxidantes e os danos oxidativos em branquias e figado de tilapias do
Nilo foram avaliados (Silva et al., 2018). Os resultados indicaram que a exposigao aos
parabenos causou alteragdes bioquimicas significativas. A atividade das enzimas SOD,
GPx e GR aumentou nas branquias e no figado, enquanto a atividade da CAT apresentou
pouca ou henhuma alteragao (Silva et al., 2018). O conteudo de GSH-t no figado diminuiu
apos 6 dias, mas aumentou apds 12 dias, sugerindo uma adaptagao antioxidante dos
peixes. Em relacdo a peroxidacdo lipidica, ndo foram observadas alteracbes nas
branquias, enquanto no figado, os niveis de MDA foram reduzidos apés 12 dias de
exposicao a mistura de parabenos, indicando protegcédo contra danos oxidativos (Silva et
al., 2018). Esses resultados sugerem respostas adaptativas dos peixes, as quais

contribuem para a protegcédo contra danos oxidativos.

Dessa forma, os impactos da bioacumulagédo e biomagnificagdo do MeP e 4-HB
vao além da toxicidade individual, estendendo-se para niveis populacionais e
ecossistémicos. A interferéncia no equilibrio redox e no metabolismo dos organismos
compromete sua sobrevivéncia e reprodugao, gerando efeitos em cascata que podem
reduzir a resiliéncia das populagcbes e comprometer a estrutura das cadeias alimentares
(EDO et al., 2024). Esses fatores ressaltam a importdncia de monitorar e mitigar a
contaminacdo por esses compostos, visando a preservacao da biodiversidade e a

manuteng¢ao da estabilidade ecoldgica dos ambientes aquaticos (Satkar et al., 2024).
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1.3 Biologia Redox

O estresse oxidativo ocorre quando ha um desequilibrio entre a produgcdo de
EROS e a capacidade do sistema antioxidante de neutraliza-las, levando a danos
oxidativos em lipideos, proteinas e DNA na célula (Houldsworth, 2024). O figado, devido
a sua funcgao central no metabolismo e na detoxificagdo de xenobidticos, é particularmente
vulneravel a esse tipo de estresse (Esteves et al., 2021). Para avaliar o impacto dos
contaminantes ambientais no desbalanco redox, biomarcadores bioquimicos sé&o
amplamente utilizados em diferentes tecidos e 6rgédos (Esteves et al., 2021). Esses
biomarcadores incluem enzimas antioxidantes como superoxido dismutase (SOD) e
catalase (CAT) e a glutationa S-transferase (GST), a proteina glutationa reduzida (GSH)
e 0 marcador da peroxidacao lipidica, o malondialdeido (MDA), (Demirci-Cekic et al.,
2022). O desequilibrio redox ocorre quando ha desregulagao entre os processos de
oxidagao e reducao nas células, levando ao acumulo de espécies reativas de oxigénio

(EROS) e comprometendo a homeostase celular (Ye et al., 2015).

O desequilibrio redox pode ser classificado em trés categorias, dependendo da
intensidade dos estimulos e da capacidade adaptativa do organismo, conforme Niki
(2018), Sies (2019) e Aschbacher & Mason (2020):

° Diestress (estresse negativo): ocorre quando hd um acumulo excessivo
de espécies reativas de oxigénio (EROS) que supera os mecanismos antioxidantes do
organismo. Esse desequilibrio resulta em danos celulares, inflamagéo crbénica e
comprometimento da homeostase fisiologica. O diestress esta associado a diversas
doengas, como cancer, neurodegeneragao, diabetes e disfun¢des cardiovasculares. Além
disso, pode desencadear respostas comportamentais adversas, como ansiedade e
depressédo, devido a ativagao do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HPA) e ao aumento
dos niveis de cortisol.

° Eustress (estresse positivo): refere-se a um nivel controlado de estresse

oxidativo que atua como um estimulo benéfico para o organismo. Pequenos aumentos na
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producdo de EROS podem ativar vias de sinalizagédo celular que melhoram a resisténcia
ao estresse e fortalecem os sistemas antioxidantes endoégenos. Esse tipo de estresse esta
relacionado a melhorias no desempenho fisico e cognitivo, auxiliando em processos de
adaptagao fisiolégica, como a resposta imune e a neuroplasticidade.

] Sustress (estresse neutro ou intermediario): representa um estado de
equilibrio entre a producdo de EROS e a capacidade antioxidante do organismo. O
sustress ocorre quando o organismo enfrenta desafios moderados que nao ultrapassam
sua capacidade de adaptagcdo. Embora ndo induza impactos negativos imediatos, a
exposicao prolongada a esse estado pode, a longo prazo, comprometer a resiliéncia
celular e predispor o organismo a condi¢gdes patoldgicas caso ocorra um aumento

inesperado da carga oxidativa.

A distincdo entre essas trés formas de estresse oxidativo & essencial para
entender como o0 organismo responde a diferentes estimulos ambientais e fisioldgicos,
além de ser um fator critico na regulacdo da saude celular e no desenvolvimento de

estratégias para prevenir doengas associadas ao desequilibrio redox.
1.3.1 Espécies reativas de oxigénio (EROS)

As espécies reativas de oxigénio (EROS) desempenham um papel crucial para a
biologia celular pois participam de diferentes mecanismos celulares como sinalizagdes
celulares, na resposta imune, indugdo de morte celular programada (apoptose) e
diferenciacéo celular. (Demirci-Ceki¢ et al., 2022)., Radicais e livre como o &anion
superoxido (*O,7), radical hidroxila (OHe¢), e moléculas reativas como o peréxido de
hidrogénio (H,0,), dentre outras sao consideradas EROS e sao geradas naturalmente no
metabolismo celular, principalmente na mitocéndria. (Demirci-Ceki¢ et al., 2022). No
entanto, quando sua producao excede a capacidade antioxidante do organismo, ocorre
um desequilibrio redox, levando a danos em biomoléculas como lipidios, proteinas e DNA
(Demirci-Cekic et al., 2022). Por isso, a mensuracado das EROS é amplamente utilizada

na toxicologia como biomarcadores para avaliar a exposigdo de organismos aquaticos a
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contaminantes, sendo um indicador precoce de disfungbes celulares induzidas por

poluentes (D’Souza et al., 2024).

1.3.2 Superodxido Dismutase (SOD)

A SOD é a primeira linha de defesa antioxidante, sendo responsavel pela
conversao do radical superoxido (*O,~) em perodxido de hidrogénio (H,0,) (Jomova et al.,
2024). Estudos mostram que a exposicdo ao MeP pode reduzir significativamente a
atividade da SOD, tornando as células mais suscetiveis ao estresse oxidativo (Hu et al.,
2023).

Existem trés isoformas principais da SOD, cada uma localizada em
compartimentos celulares distintos e dependentes de cofatores metalicos para sua
atividade (Zheng et al., 2023) (Figura 4):

] SOD1 (Cu/Zn-SOD): Localizada predominantemente no citoplasma, utiliza
cobre e zinco como cofatores. Atua na neutralizacdo dos radicais superoxido gerados no
citosol e no espaco intermembranar mitocondrial.

° SOD2 (Mn-SOD): Encontrada na matriz mitocondrial, essa isoforma utiliza
manganés como cofator e é essencial para proteger as mitocondrias contra danos
oxidativos, pois essa organela é uma das principais fontes de ROS.

° SOD3 (EC-SOD): Localizada no espago extracelular, também utiliza cobre e
zinco como cofatores. Atua na neutralizacdo dos radicais superoxido na matriz

extracelular, protegendo as células de danos oxidativos provenientes do meio externo.
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Figura 4. Localizagéo e fungao das isoformas da enzima superéxido dismutase (SOD) na
célula. A figura ilustra a distribuigao das trés principais isoformas da SOD: SOD1 (Cu/Zn-SOD) no
citosol e nucleo, SOD2 (Mn-SOD) na mitocdndria e SOD3 (EC-SOD) no meio extracelular. Essas
enzimas desempenham um papel essencial na defesa antioxidante, convertendo o anion
superodxido (*O,~) em perdxido de hidrogénio (H,O,) e oxigénio molecular (O,), reduzindo o
estresse oxidativo e protegendo a integridade celular (Rosa et al., 2021).

1.3.3 Catalase (CAT)

A catalase (CAT) é uma enzima antioxidante essencial que protege as células
contra o estresse oxidativo ao converter o perdxido de hidrogénio (H,0,) em agua e
oxigénio (Figura 5) (Aebi, 1984). Presente principalmente nos peroxissomos, citosol,
mitocOndrias e eritrécitos, sua atividade € crucial para manter a homeostase redox
(Mahomoodally & MA-L, 2022). O mecanismo de acdo da CAT ocorre em duas etapas:
primeiro, o H,0O, se liga ao ferro do grupo heme da enzima, formando um intermediario
reativo; em seguida, um segundo H,O, reduz esse intermediario, regenerando a enzima

e liberando agua e oxigénio (Mahomoodally & MA-L, 2022).

A exposicao a poluentes ambientais pode afetar a atividade da CAT de duas

formas principais: inibigdo ou super ativagéo (Wei et al., 2016). Metais pesados, pesticidas
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e compostos organicos podem inibir a enzima ao se ligarem ao seu sitio ativo ou induzirem
danos oxidativos (Ighodaro & Akinloye, 2018). Ja exposi¢des moderadas a poluentes
podem estimular temporariamente sua expressdo como mecanismo de defesa. Assim, a
avaliagao da atividade da catalase serve como um importante biomarcador para mensurar

o] impacto da poluigao na saude dos organismos.

MEIO EXTRACELULAR
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Figura 5. Representacédo esquematica do mecanismo de ac&o da catalase (CAT), uma
enzima antioxidante fundamental localizada principalmente nos peroxissomos. A CAT catalisa a
decomposigao do perdxido de hidrogénio (H,0,), um subproduto do metabolismo celular, em agua
(H,0) e oxigénio molecular (O,). Esse processo € essencial para a manutengao da homeostase
celular, prevenindo o acumulo de espécies reativas de oxigénio (EROS) que podem causar danos
oxidativos a lipidios, proteinas e DNA (Nandi et al., 2019).

1.3.4 Glutationa S-Transferase (GST) e Glutationa Reduzida (GSH)

A glutationa S-transferase (GST) desempenha um papel crucial na protecao
celular contra danos oxidativos e na detoxificagdo de xenobidticos (BK et al., 2022). Essa
enzima catalisa a conjugagcdo da glutationa reduzida (GSH) a compostos toxicos
eletrofilicos, tornando-os mais soluveis em agua e facilitando sua excregao pelo

organismo (Figura 6) (Bhagat & Ingole, 2015; Potega, 2022).

O mecanismo de a¢do da GST ocorre em duas etapas principais (Potega, 2022):
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1. Reagao com o xenobiético: O grupo tiol (-SH) da GSH reage com
compostos téxicos eletrofilicos, formando um conjugado estavel e menos reativo.
2.  Excregao do conjugado: O produto formado é direcionado para

eliminagao, geralmente pela via urinaria ou biliar (Hayes et al., 2005).

A GST é uma enzima crucial na biotransformacao de xenobiéticos, sendo uma
das principais enzimas da fase 2 do processo. A GST também desempenha um papel vital
na neutralizagcado de peroxidos lipidicos gerados durante o estresse oxidativo, prevenindo
danos adicionais as membranas celulares (Potega, 2022). No entanto, uma exposigao
prolongada a altos niveis de xenobidticos pode sobrecarregar a GST, aumentando sua
atividade e levando ao acumulo de EROS. Esse aumento das EROS agrava a peroxidagao
lipidica e promove o aumento dos niveis de malondialdeido (MDA), um marcador de dano
celular induzido pelo estresse oxidativo (Bhagat & Ingole, 2015). A ativagéo excessiva da
GST pode ser um reflexo de um mecanismo de defesa do organismo, mas quando
desregulada, pode resultar em disfungdes celulares e tecidos danificados, contribuindo
para o desenvolvimento de diversas doencas, incluindo cancer e doencas

neurodegenerativas (Bhagat & Ingole, 2015).

A GSH, por sua vez, é um antioxidante ndo enzimatico essencial na neutralizacéo
de EROS e na regeneracgéo de outros antioxidantes celulares (Moussa et al., 2019). Sua
presenca € fundamental para a protegdo contra danos oxidativos, atuando em conjunto
com a GST para reduzir compostos toxicos e minimizar os impactos do estresse oxidativo

no organismo (Moussa et al., 2019).
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Figura 6. Representacdo esquematica do mecanismo de acdo da glutationa S-
transferase (GST) e da glutationa reduzida (GSH) na detoxificagdo celular. A GST catalisa a
conjugacdo da GSH a xenobidticos e compostos eletrofilicos téxicos, tornando-os mais
hidrossoluveis para posterior excre¢do. Esse mecanismo é essencial para a defesa celular contra
estresse oxidativo e danos causados por espécies reativas de oxigénio (EROS), contribuindo para
a homeostase redox e a protegdo de macromoléculas como lipidios, proteinas e DNA (LV et al.,
2023).

1.3.5 Malondialdeido (MDA)

O MDA ¢é também um biomarcador amplamente utilizado para avaliar os danos
celulares resultantes do estresse oxidativo (Demirci-Cekic et al., 2022). Ele € gerado como
um produto final de peroxidacéo lipidica, um processo no qual radicais livres em excesso
atacam os lipidios das membranas celulares, especialmente os acidos graxos poli-

insaturados (Demirci-Cekic et al., 2022) (Figura 7). Niveis elevados de MDA indicam um
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aumento no dano oxidativo, refletindo a insuficiéncia do sistema antioxidante em
neutralizar as EROS (Kwiecien et al., 2014).
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Figura 7. Representacdo esqueméatica do mecanismo de formacdo do malondialdeido
(MDA) a partir da peroxidacgéao lipidica. O MDA é um subproduto da degradagao de acidos graxos
poli-insaturados devido ao ataque de espécies reativas de oxigénio (EROS). Esse processo inicia-
se com a oxidacdo de lipidios de membrana, resultando na formacdo de radicais livres e
hidroperodxidos lipidicos, que posteriormente se degradam em aldeidos reativos, como o MDA.
Esse composto € amplamente utilizado como biomarcador de estresse oxidativo, estando
associado a danos celulares e inflamacéo (Huang et al., 2020).

1.3.6 T-SH

Os T-SH (T-SH) sdo compostos organicos caracterizados pela presencga do grupo
funcional sulfidrila (-SH), que confere a essas moléculas propriedades antioxidantes e
redox-reguladoras (Cerkezi et al., 2024). Eles podem ser encontrados tanto em pequenas

moléculas, como a glutationa (GSH), quanto em proteinas, como nas cisteinas, onde
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desempenham um papel crucial na estabilidade estrutural e na fungao enzimatica (Cerkezi
et al., 2024).

Na biologia, os T-SH s&o essenciais para a defesa celular contra o estresse
oxidativo, pois participam de reag¢des de 6xido-redugao (redox), neutralizando as EROS e
prevenindo danos a lipidios, proteinas e DNA (Poimenova et al., 2024). Além disso, atuam
na detoxificagcdo de xenobibticos, na manutencao da homeostase celular e na sinalizagao
intracelular (Ali et al., 2022). Na toxicologia, os T-SH s&o frequentemente utilizados como
biomarcadores da capacidade antioxidante, uma vez que seu nivel pode indicar a resposta
do organismo a contaminantes ambientais e a alteragbes no equilibrio redox (Poimenova
et al.,, 2024). A reducdo na concentragdo de T-SH sugere um aumento do estresse
oxidativo, enquanto sua elevagao pode representar uma resposta adaptativa ao dano

oxidativo (Poimenova et al., 2024).

1.4 O figado e seu papel no metabolismo

O figado desempenha um papel fundamental na homeostase do organismo,
atuando na metabolizagcado de nutrientes, armazenamento de energia e biotransformagao
de xenobidticos (Casotti et al., 2019). Ele é responsavel por processos como a
desintoxicagdo de compostos quimicos e a sintese de proteinas essenciais ao
metabolismo celular (Casotti et al., 2019). Além disso, o figado exerce fungdes vitais, como
a sintese de proteinas plasmaticas, incluindo albumina e fatores de coagulagao, que séao
essenciais para a manutengao da pressdo osmotica do sangue e para a cascata de
coagulagao (Hao, 2020; Cherian, 2024). Também esta envolvido na produgao de fatores
de crescimento, armazenamento de ferro na forma de ferritina, metabolismo de
biomoléculas como carboidratos, lipidios e aminoacidos, e na converséao e

armazenamento da vitamina A (Hao, 2020; Cherian, 2024).
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O figado ainda desempenha um papel importante na remocédo de hemacias
envelhecidas, facilitando a degradacao da hemoglobina e a reciclagem do ferro, além de
ser responsavel pela producdo e secrecdo da bile, fundamental para a digestéo e
absorgao de lipidios no intestino (Cherian, 2024). Essas multiplas fung¢des reforcam sua
relevancia na manutencdo da homeostase e na resposta do organismo a diferentes

agentes quimicos e metabdlicos.

A exposicao a contaminantes ambientais pode comprometer a fungao hepatica,
afetando a atividade enzimatica e promovendo o acumulo de espécies reativas de oxigénio
(Cano et al., 2021). Como resultado, podem ocorrer danos oxidativos as membranas
celulares, levando a perda de integridade dos hepatdcitos, morte celular e a disfungdes
metabdlicas (Linta et al., 2024). Além disso, o figado é um dos principais 6rgdos onde
ocorre a bioacumulagao de xenobidticos (Edo et al., 2024; Topi¢ Popovi¢ et al., 2023),
tornando-se um alvo primario para avaliagéo dos efeitos toxicos do MeP e 4-HB (Linta et
al., 2024).

A anadlise de biomarcadores hepaticos, como atividade antioxidante e niveis de
peroxidacao lipidica, permite uma avaliacdo detalhada da toxicidade de contaminantes
emergentes (Zhou et al., 2023). Estudos demonstram que alteragdes na atividade de
enzimas como SOD, CAT e GST no figado de peixes expostos a poluentes podem indicar
o comprometimento da homeostase redox, refletindo impactos negativos no metabolismo

e na sobrevivéncia desses organismos (Da Costa Araujo et al., 2022; Zhou et al., 2023).
1.5 indice Hepatossomatico (IHS) e sua Importancia

O indice hepatossomatico (IHS) € uma métrica amplamente utilizada na
ecotoxicologia e na fisiologia animal para avaliar o estado de saude dos organismos,
refletindo alteragbes metabdlicas, nutricionais e ambientais (Muhammad et al., 2021).
Estudos recentes demonstram a relevancia do HSI na investigag¢ao da influéncia da dieta
sobre a saude hepatica. Pereira et al. (2025) observaram que dietas ricas em macroalgas

reduziram o IHS em douradas (Sparus aurata) apds 60 dias, indicando potenciais
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adaptagdes metabdlicas ou um possivel efeito de restricdo calorica associado a dietas

com maior teor de fibras.

Além da dieta, o IHS também pode ser um indicador valioso da exposi¢do a
poluentes. Martins et al. (2023) analisaram espécies ameagadas de tubardes e peixes-
guitarra do sudeste do Brasil e encontraram altas concentragdes de poluentes organicos
persistentes no figado e musculo. Embora o IHS nao tenha sido diretamente afetado,
algumas substancias, como o metilparabeno, mostraram uma tendéncia negativa sobre
esse indice, sugerindo possiveis efeitos a longo prazo na saude hepatica das espécies

avaliadas.

Dessa forma, o calculo do IHS é uma ferramenta essencial para monitorar o
impacto de fatores ambientais e dietéticos na saude dos organismos aquaticos (Prakash,
2022). Redugdes ou aumentos significativos nesse indice podem indicar estresse
fisiologico, afetando ndo apenas a sobrevivéncia individual, mas também a manutengao
da espécie em seu habitat natural (Leao et al., 2021). Alteragées no IHS podem indicar
respostas adaptativas ao estresse ambiental ou efeitos toxicos de contaminantes (Vilvert
et al., 2024). Estudos sugerem que a exposi¢cao ao MeP e 4-HB pode influenciar o IHS,
comprometendo a fungéo hepatica e a homeostase energética dos organismos expostos,
como evidenciado pela reducdo significativa dos valores do IHS (IHS = peso do
figado/peso corporal x 100) em zebrafish fémeas apos 28 dias de exposigdo a 1 e 10 ug/L

de MeP em ensaio realizado por Hu et al. (2022).

1.6 Zebrafish como modelo de estudo

Os peixes sao amplamente afetados pelos contaminantes ambientais, com sua
biologia reprodutiva, desenvolvimento embrio-larval e longevidade comprometidos, uma
vez que concentracdes subletais podem causar alteragdes metabdlicas, fisioldgicas e
morfologicas (Naz et al., 2023). Além disso, devido a sua abundéancia e diversidade

ecoldgica, os peixes sao considerados excelentes bioindicadores da qualidade ambiental
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de corpos d’agua, tornando-se modelos essenciais para o estudo da toxicidade de
contaminantes ambientais (Damir et al., 2024).

O zebrafish (Danio rerio), um peixe nativo do sudeste asiatico, consolidou-se como
um dos principais organismos-modelo em estudos ambientais e biomédicos (Elizalde-
Velazquez et al., 2023) (Figura 8). Sua utilizagcdo € amplamente reconhecida em pesquisas
sobre frequéncia mutagénica induzida por carcinbgenos ambientais, mecanismos de
toxicidade de contaminantes e impactos fisioldgicos e genéticos (Lin et al., 2023; Elizalde-
Velazquez et al.,, 2023). Esse modelo se destaca pelo seu genoma completamente
sequenciado, com aproximadamente 71% de homologia com o genoma humano e cerca
de 84% de homologia para genes relacionados a doencas humanas (Roper & Tanguay,
2018; Elizalde-Velazquez et al., 2023).
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Figura 8. Representacdo esquematica dos principais 6rgaos-alvo em Zebrafish (Danio
rerio) utilizados em estudos toxicoldgicos. A figura destaca o figado (metabolismo e detoxificagéo),
branquias (trocas gasosas e contato direto com contaminantes aquaticos), trato gastrointestinal
(TGI) (absorcédo de substancias e microbiota), cérebro (efeitos neurotdxicos), rins (excregéao e
homeostase ibnica) e musculo/embrides (exposi¢ao direta a poluentes ambientais).
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Entre suas principais vantagens, o zebrafish possui um desenvolvimento embrio-
larval rapido e transparente, permitindo observacéo detalhada desde as primeiras horas
apos a fertilizagdo (Zhang et al., 2022). Os embrides eclodem em cerca de 48-72 horas
pos-fertilizagdo (hpf) e atingem a maturidade sexual em 3 a 4 meses. Os adultos
apresentam dimorfismo sexual, com as fémeas sendo ligeiramente maiores e mais
arredondadas, e alcangam um tamanho médio de 3 a 4 centimetros, o que possibilita a
criacao de muitos individuos em espacos reduzidos, facilitando seu manejo em laboratério
(Roper & Tanguay, 2018; Zhang et al., 2022). Além disso, as fémeas depositam centenas
de ovos por reprodugao, podendo desovar mais de uma vez por semana, 0 que permite
experimentos de alta reprodutibilidade (Roper & Tanguay, 2018).

A utilizagdo do zebrafish como modelo toxicoldgico teve inicio em 1965, com os
primeiros estudos avaliando os efeitos do sulfato de zinco em embrides dessa espécie
(Skidmore, 1965). Desde entdo, ele tem sido amplamente empregado para investigar a
toxicidade de substancias como nanomateriais (Haque et al., 2018; Bai et al., 2020; Khan
et al., 2024; Mutalik et al., 2024), metais pesados (Gouva et al., 2020; Paduraru et al.,
2023), bisfendis (Moreman et al., 2017; Gao et al.,, 2022), pesticidas (Wang et al.,
2017;Falfushynska et al., 2022; Saputra et al., 2023), dioxinas (Baker et al., 2014; Cintron-
Rivera et al., 2023) e farmacos (Yang et al., 2021; Yan et al., 2025). O avango das técnicas
moleculares, incluindo microarrays e analises Omicas (transcriptdmica, protedmica e
metabolémica) (Yang et al., 2022; Shi et al., 2022; Chen et al., 2025; Langan et al., 2024,
Li et al., 2025), impulsionou sua aplicagao no entendimento dos mecanismos de toxicidade
em nivel celular e genético.

Uma das principais vantagens do zebrafish como modelo toxicologico € sua
eficiéncia como sistema in vivo, sendo um modelo de baixo custo, reprodutivel, acessivel
e de alto rendimento (Zhang et al., 2022). Seu desenvolvimento embrionario ocorre
rapidamente, com 6rgaos essenciais formados até 96 hpf, permitindo avaliagdes precoces
dos efeitos de substancias toxicas (Zhang et al., 2022). Além disso, ele é utilizado em

testes de toxicidade aguda (Su et al., 2021), crébnica e combinada (Shen et al., 2024;
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Pandelides et al., 2024 ), possibilitando a avaliagao de multiplos parametros toxicolégicos,
como alteragbes comportamentais (Wu et al., 2024), toxicidade hepatica (Rehman et al.,
2024; Liu et al., 2024; Chen et al., 2024; Hog et al., 2024), cardiovascular (Hsiao et al.,
2024), intestinal (Wang et al., 2021), enddécrina (Ahmed et al., 2024; Lee et al., 2024; Xue
et al., 2025), neurotoxicidade (Boopathi et al., 2024), imunotoxicidade (Zhao et al., 2021),
genotoxicidade (Canedo et al., 2021), toxicidade reprodutiva (Sun et al., 2024) e efeitos
transgeracionais (Zheng et al., 2022).

As vias de exposi¢ao do zebrafish a substancias quimicas incluem administragéo
direta na agua, microinjegdo em embrides ou tecidos especificos e alimentacgao,
permitindo diferentes abordagens experimentais (Bauer et al., 2021; Chaoul et al., 2023).
A administragdo na agua é a mais comum, simulando a exposi¢gao ambiental e permitindo
a absorc¢ao pelas branquias, pele e trato gastrointestinal, sendo amplamente utilizada para
testar poluentes como metais pesados, pesticidas e farmacos (Zhao et al., 2024). A
microinjecdo garante a introdugao precisa de substancias em embrides ou tecidos
especificos, sendo util para investigagbes de neurotoxicidade, cardiotoxicidade e
biotransformacado de xenobidticos (Echeazarra et al., 2021; Zhao et al., 2024). J4 a
alimentacéo é empregada para estudos de bioacumulagao e biomagnificagdo, permitindo
avaliar a ingestdo de contaminantes via cadeia alimentar (Tongo et al., 2022). A escolha
da via de exposi¢cao depende dos objetivos do estudo e das propriedades do composto
avaliado, sendo a combinagao dessas técnicas essencial para investigagdes toxicoldgicas
e biomédicas (Zhao et al., 2024).

Nos ultimos anos, o zebrafish tem sido amplamente empregado em
nanotoxicologia, sendo um modelo essencial para a avaliagdo da biocompatibilidade de
diferentes tipos de nanoparticulas (NPs) (Khan et al., 2024; Mutalik et al., 2024), incluindo
oxidos metalicos (D’Amora et al., 2022), nanotubos de carbono (Aksakal et al., 2019) e
quantum dots (Bai et al., 2023). Estudos demonstraram que a exposi¢cao a nanoparticulas
pode causar estresse oxidativo, danos ao DNA, alteragcbes no metabolismo lipidico e
impactos neurotoxicos, dependendo do tamanho, forma e carga superficial das NPs (Lei
et al., 2023).
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Apesar das inumeras vantagens, o modelo zebrafish apresenta algumas
limitacbes, como diferengas metabdlicas em relacdo aos mamifEROS e a auséncia de
placenta, o que impede a avaliagado de certos aspectos da toxicocinética, além do seu
tamanho reduzido, que dificulta a coleta de amostras como figado e sangue (Horzmann et
al., 2018). No entanto, novas abordagens, como o uso de human organoids € modelos
computacionais preditivos, tém sido exploradas para ampliar sua aplicabilidade
(Shcheglovitov et al., 2021; Fazio et al., 2020). Dessa forma, o zebrafish consolidou-se
como um modelo robusto para estudos de toxicologia ambiental e biomédica, sendo uma
ferramenta essencial para a avaliagao de riscos ecolégicos e para o desenvolvimento de

estratégias de seguranga quimica e farmacéutica.
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CAPITULO 3 - Desbalango redox e estresse oxidativo em fémeas de zebrafish
expostas ao Metilparabeno e seu metabdlito acido 4-hidroxibenzoéico: Implicagoes

para a homeostase hepatica

Resumo

Os parabenos, amplamente utilizados como conservantes, tém sido detectados em
diversas matrizes ambientais ao longo do globo, bem como em amostras de organismos
aquaticos. Além da capacidade de bioacumulagido, a contaminagdo por parabenos tem
sido associada a efeitos toxicos sistémicos em organismos aquaticos. Entretanto, pouco
se conhece sobre os efeitos hepatotdéxicos do metilparabeno (MeP) e do seu metabdlito
acido 4-hidroxibenzoico (4-HB) em peixes fémeas, visto que o figado é essencial para o
metabolismo animal bem como para o processo de vitelogénese em organismos oviparos.
Assim, objetivou-se avaliar em fémeas de zebrafish (Danio rerio) multiplos biomarcadores
de balango redox, como a atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e glutationa S-transferase (GST), e marcadores de estresse oxidativo, como os
niveis de malondialdeido (MDA) e proteina total (PT), espécies reativas de oxigénio
(EROS) e radicais sulfidrilas totais (T-SH), além de parametros biométricos e indice
hepatossomatico (IHS). Para isso, os animais foram expostos a concentragbes
ambientalmente relevantes de MeP e 4-HB (1,0 e 10,0 ug/L) por 7 dias (exposigao
subcrénica). Nenhum parametro biométrico avaliado e IHS apresentaram alteragdes apos
o curto periodo de exposicdo. A atividade antioxidante foi alterada, com um aumento
significativo na producéo de EROS nos grupos expostos a 10 ug/L de MeP e a 1 e 10 ug/L
de 4-HB. Ja a exposi¢cao ao MeP e ao 4-HB causou uma reducdo na atividade das enzimas
SOD e CAT, com redugao mais acentuada associada ao 4-HB, especialmente na maior
concentracdo. Os niveis de MDA estavam aumentados na maior concentracao de MeP e
para ambas as concentragées do metabdlito, indicando lipoperoxidacédo. Ja os niveis de
T-SH apresentaram um aumento significativo no grupo exposto a MeP 10,0 ug/L,
enquanto o grupo exposto a 4-HB 1,0 pg/L apresentou uma redugao nos niveis de T-SH,
sugerindo que o MeP em concentragbes mais altas pode induzir uma resposta
antioxidante, enquanto o 4-HB na menor concentragio testada pode levar a deplecao de
T-SH, indicando um possivel estresse oxidativo. A auséncia de alteragdes significativas
na atividade da GST sugere que o tempo de exposi¢dao nao foi suficiente para ativar a
segunda via de defesa antioxidante. Por outro lado, o aumento nos niveis de PT nos
grupos tratados com 4-HB indica possiveis respostas adaptativas do organismo. De forma
inédita, evidenciamos que a exposigdo subaguda das fémeas ao 4-HB causou maior
toxicidade hepatica em comparagdo ao MeP, nas condigdes experimentais adotadas,
desregulando a atividade antioxidante e promovendo estresse oxidativo. Este estudo
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evidencia os riscos que a exposicdao a concentragbes de MeP e 4-HB detectadas em
ambientes aquaticos pode provocar em organismos aquaticos.

Palavras-chave: poluicdo aquatica, parabenos, peixes, biomarcadores, biologia redox.
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3.1 Introducgao

O aumento acelerado da populagéo e o crescimento industrial, agroindustrial e
agropecuario nas ultimas décadas vém gerando sérios problemas ambientais, impactando
a qualidade do solo, agua e ar, como apontado por Saxena (2025). A agua, um recurso
natural essencial para a vida, tem sido impactada pelo descarte continuo de
contaminantes provenientes de esgotos, atividades industriais e residuos agroindustriais
(Gomes da Silva et al., 2020). A presenca de contaminantes nas aguas de abastecimento
publico e nos ecossistemas aquaticos tém levantado preocupacdes quanto aos efeitos

adversos na saude ambiental e humana (Theerthagiri et al., 2021).

Entre esses contaminantes, destacam-se os contaminantes de preocupacgao
emergente (CECs), uma classe de substancias que inclui compostos orgénicos e
inorganicos como produtos farmacéuticos, pesticidas e desreguladores enddcrinos
(EDCs), frequentemente detectados em ecossistemas aquaticos (Richardson & Kimura,
2016; Wilkinson et al., 2017). Os CECs estao presentes no ambiente, mesmo em baixas
concentragdées (ug/L ou ng/L), por serem liberados a partir de residuos industriais,
agricolas e esgotos domésticos (Arshad et al., 2024). Apesar de sua concentragao
reduzida, é fundamental compreender o comportamento dessas substancias poluentes no
ecossistema e seus potenciais efeitos na saude ambiental e nos organismos (Gao et al.;
2021). Segundo Gao et al. (2021), ainda ha um conhecimento limitado sobre os impactos

ecotoxicologicos e desregulatérios desses contaminantes.

Dentre os CECs, os parabenos sdo amplamente utilizados em produtos
cosméticos, alimenticios e farmacéuticos devido as suas propriedades antimicrobianas e
antifungicas (Davidson, 2020). Além de serem detectados em aguas residuais e corpos
hidricos, sua presenca também foi relatada em tecidos de organismos aquaticos e
humanos, indicando um potencial de bioacumulacdo e biomagnificagdo na cadeia
alimentar (Xue & Kannan, 2016). O metilparabeno (MeP) e seu metabdlito primario, o

acido 4-hidroxibenzéico (4-HB), sdo compostos preocupantes devido a sua persisténcia
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no ambiente e capacidade de interferir nos sistemas biolégicos dos organismos expostos
(Wang et al., 2016).

O MeP e o 4-HB tém sido associados a diversos efeitos tdéxicos, incluindo
hepatotoxicidade, neurotoxicidade e desregulagéo enddcrina. Estudos demonstraram que
a exposicao subcrénica ao MeP pode induzir alteragcdes na atividade enzimatica hepatica,
levando a reducado das defesas antioxidantes e ao aumento da peroxidacao lipidica em
zebrafish adulto (Hu et al., 2023). Além disso, a exposig¢ao ao 4-HB revelou efeitos ainda
mais intensos sobre a toxicidade hepatica em zebrafish, com maiores niveis de estresse
oxidativo e danos celulares em comparagao ao MeP (Ball et al., 2023). Outros estudos
indicam que os parabenos podem comprometer a reproducdo e o desenvolvimento
embrionario de organismos aquaticos, alterando a expressdo génica de proteinas
essenciais a espermatogénese e ovogénese (Elsehly et al., 2022). Além disso, ha indicios
de que a exposicao prolongada a parabenos pode impactar fungdes neuroldgicas, induzir
danos ao DNA e modular vias inflamatorias, exacerbando efeitos adversos a saude dos

organismos expostos.

Nos organismos animais, os parabenos s&o rapidamente metabolizados apds a
absorgado, predominantemente no figado, mas também nos rins, intestino e tecidos
periféricos (Dasmahapatra et al., 2024; Alkafajy et al., 2020). Esse metabolismo ocorre em
duas fases principais: na Fase |, os parabenos sofrem hidrélise da ligagao éster pela agéao
de esterases, resultando na formagao do metabdlito primario 4-HB (Maia et al., 2023). Na
Fase Il, esse metabdlito pode ser conjugado com acido glicurdnico ou sulfato, facilitando
sua excregao e reduzindo sua toxicidade (Maia et al., 2023). Apesar dessa rapida
metabolizacdo, a presenca frequente dos parabenos e seus metabdlitos em fluidos
biolégicos, como urina, sangue e leite materno, sugere uma exposigao continua e

preocupante (Wei et al., 2021).

O figado é um o6rgao fundamental para a homeostase dos organismos aquaticos,

desempenhando papel essencial na detoxificagdo de xenobidticos e no metabolismo
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celular (Casotti et al., 2019; Topic¢ Popovic et al., 2023). Além de ser um centro metabdlico
crucial, o figado sintetiza proteinas plasmaticas, regula a coagulacdo sanguinea,
armazena ferro e vitaminas, e participa da degradagao de hemacias envelhecidas, entre
outras fungdes (Hao, 2020; Cherian, 2024). Devido a sua fungdo central na
biotransformagao de contaminantes, € um dos principais 6rgaos afetados por compostos
téxicos ambientais (Hao, 2020; Cherian, 2024). A exposicdo a poluentes como os
parabenos pode comprometer sua funcéo, levando ao aumento do estresse oxidativo,
danos estruturais as células hepaticas e disfungbes metabdlicas (Linta et al., 2024).
Estudos indicam que altera¢des na atividade de enzimas antioxidantes, como SOD, CAT
e GST, e no nivel de peroxidagao lipidica refletem os impactos negativos do MeP e do 4-
HB na homeostase hepatica e na sobrevivéncia dos organismos expostos (Da Costa
Araujo et al., 2022; Zhou et al., 2023). Além disso, a exposi¢ao prolongada pode induzir
mecanismos de adaptacgao celular, incluindo aumento da atividade de algumas enzimas
antioxidantes e modulagdo de vias inflamatérias, sugerindo respostas bioldgicas
dinamicas a toxicidade dos parabenos (Hegazy et al., 2015; Fransway et al., 2019; Yin et
al., 2023; Ai et al., 2024).

A hepatotoxicidade causada pelo MeP e seu metabdlito, o 4-HB, tem sido
amplamente investigada devido aos seus impactos no equilibrio redox e na homeostase
hepatica (Peng et al., 2018; Hu et al., 2022; Liang et al., 2023; Gong et al., 2023). Estudos
demonstram que a exposicdo ao MeP pode alterar a atividade de enzimas antioxidantes,
como superéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT), aumentando a producédo de
espécies reativas de oxigénio (EROS) e promovendo a peroxidagao lipidica. Embora os
estudos sobre o 4-HB sejam limitados, sua persisténcia no ambiente aquatico, seu
potencial de biomagnificagado e bioacumulagao (Xue et al., 2017; Zhao et al., 2019; Zhu et
al., 2024) levantam preocupagdes sobre seu possivel efeito hepatotdxico, justificando

investigagdes mais aprofundadas.

Diante do exposto, este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da exposi¢ao

ao metilparabeno (MeP) e ao acido 4-hidroxibenzoico (4-HB) no figado de fémeas de
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zebrafish (Danio rerio), analisando sua influéncia na homeostase hepatica e na inducao
de estresse oxidativo. Foram avaliados parametros biométricos, indice hepatossomatico
e biomarcadores hepaticos de atividade antioxidante, buscando elucidar os impactos

desses contaminantes emergentes sobre a saude dos organismos aquaticos.

Com base nesses objetivos, foram formuladas as seguintes hipéteses: (i) a
exposicdo ao MeP e ao seu metabdlito 4-HB causa alteracbées no metabolismo hepatico,
promovendo estresse oxidativo e comprometendo a homeostase redox e (i) o 4-HB
apresenta maior toxicidade hepatica do que seu precursor MeP, causando um desbalanco

redox mais acentuado e comprometendo mais intensamente as defesas antioxidantes.
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3.2 Material e métodos
3.2.1 Manutencao das fémeas de zebrafish

Fémeas adultas de zebrafish (linhagem selvagem) foram adquiridas em criadouro
comercial e mantidas no Biotério de Peixes do ICBS - UFAL. Inicialmente os animais foram
mantidos em quarentena por 30 dias em aquarios de vidro de 60 L, na proporgao de 5
animais/L, com um sistema de filtros e aeragao constante, em um ciclo claro-escuro de
14:10h, conforme recomendado por Reed e Jennings (2011). Os aquarios foram
preenchidos com agua reconstituida (agua deionizada, bicarbonato de sddio e sal marinho
Instant Ocean ® 1,2g/20 L) com pH 7,0, a 27°C e limpos regularmente, com trocas de
agua a cada 48h, sendo substituido cerca de 70% do volume total de cada aquario. Foram
realizadas trés alimentagdes ao dia, com ragdo comercial em flocos Poytara e uma vez ao
dia com artémias salinas. Todo o protocolo experimental executado foi previamente

aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais da UFAL (13/2024).

3.2.2 Bioensaio

Ao final da quarentena, 270 fémeas (3,8 £ 0,36 cm de comprimento total e 3,12 +
0,39 g de peso) foram destinadas ao bioensaio. 18 fémeas foram aleatoriamente
distribuidas por aquario, em triplicata (n=3), num total de 54 fémeas por tratamento. O
metilparabeno (MeP) e o acido 4-hidroxibenzoico (4-HB) utilizados no experimento foram
adquiridos da Sigma-Aldrich, com grau de pureza = 99 %. Antecedendo o inicio do
experimento, foi preparada uma solugao estoque de 200 mg/L de MeP e 4-HB, em um
volume total de 50ml, e armazenada em refrigerador até o momento da exposi¢ao dos

animais. Foram utilizados volumes de 350uL da solugdo estoque para as concentragcoes
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de MeP e 4-HB a 10,0 pg/L em um volume de 7 litros dos aquarios e volumes de 35uL da

solugao estoque para as concentragdes de MeP e 4-HB a 1,0 pg/L.

Foram utilizados os seguintes tratamentos diluidos em agua reconstituida:
Controle do solvente (0,05% DMSO); MeP a 1,0 pg/L; MeP a 10,0 pg/L; 4-HB a 1,0 pg/L
e 4-HB a 10,0 pg/L. Os animais foram expostos aos cinco tratamentos em aquarios de
vidro de 8 L por um periodo de 7 dias (exposi¢ao subcrdnica), mantidos as condigbes de
pH, temperatura, fotoperiodo e alimentagdo da quarentena. A exposig¢ao aos tratamentos
ocorreu de forma semi-estatica, onde a cada 48h foi realizada a troca de 70% da agua

dos tratamentos de cada aquario.

Foram analisados os seguintes parametros abidticos: temperatura da agua, pH,
condutividade elétrica, oxigénio dissolvido, aménia e nitrito. A analise foi realizada
utilizando uma sonda multiparametro da marca Akso (Modelo AK88) e kits colorimétricos
para amoénia e nitrito. Os parametros foram aferidos nos dias de troca da agua dos

tratamentos, em todos os aquarios.

3.2.3 Coleta de amostras bioldgicas e biometria

Ao final do periodo de exposi¢cao, os animais foram eutanasiados com overdose
de benzocaina (0,1%), submetidos a biometria (comprimento total e comprimento padrao
(mm) e massa corporal total (mg). Em seguida o figado de cada animal foi cuidadosamente
dissecado e pesado em balanga analitica com precisdao de 0,001 g. O figado de cada

animal foi dissecado, pesado (mg) em balanga analitica para o calculo do indice
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hepatossomatico [IHS (%) = (Peso corporal total / Peso do figado ) x 100], segundo Bernet
et al. (1999).

3.2.4 Analises bioquimicas

Para as analises bioquimicas, foram coletados o figado de nove animais por
aquario, os quais foram agrupados aleatoriamente em trés pools, totalizando nove pools
por tratamento e 45 amostras de figados, os quais foram imediatamente congelados em
nitrogénio liquido e posteriormente armazenados em freezer a -80 °C até o inicio das
analises. Para tal, as amostras foram homogeneizadas em solugédo-tampéao fosfato com
pH 7.4, com auxilio de um homogeneizador de tecidos (D-160 DLAB), e centrifugadas a 4
°C, 12.000 rpm, por 15 minutos, sendo destinados os sobrenadantes ou os pellets a

analise descritas abaixo.

Para a quantificacdo de EROS, segundo a metodologia de Muthulakshmi et al.
(2018), foram adicionados 20 uL do homogenato a uma placa de 96 pogos e incubados a
temperatura ambiente durante 5 min. Apds a incubacgao, 100 pL de PBS e 8,3 pL de
solucao estoque de DCFH-DA (2',7'-dicloro-dihidrofluoresceina diacetato) (dissolvido em
DMSO, 10 mg/mL) foram adicionados a cada po¢o, e a placa foi incubada por 30 min.
Apos este periodo, a intensidade da fluorescéncia foi medida utilizando um leitor de
microplacas (SpectraMax M2) com comprimentos de onda de excitagdo e emissao fixados
em 485 e 530 nm, respetivamente. Os resultados da intensidade de fluorescéncia das

amostras foram expressos em unidades arbitrarias (diclorofluoresceina).

A atividade da CAT foi avaliada segundo método de Hadwan & Khabt (2018), em
microplaca, foi adicionada a amostra em duplicata, o H2O2 (20 mmol/ L) e apés 5 min foi
adicionado molibdato de aménio (32,4 mmol/ L). A leitura foi realizada em leitor de
microplacas (SpectraMax M2) a 374 nm e calculada como kU por miligramas de proteina.

A atividade da enzima foi quantificada por meio de curva padrdo utilizando o H202 (20
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mmol/ L) em concentragdes conhecidas diluidas em tampao de fosfato de sédio e potassio
(50 mmol/ L, pH 7,0).

Para a superodxido dismutase (SOD), a atividade da enzima foi determinada em
leitor de Elisa a 570 nm (Dieterich et al., 2000) baseado na capacidade desta enzima em
catalisar a reac&o do radical superoxido e o perdxido de hidrogénio e, assim, diminuir a
razdo de auto-oxidagao do pirogalol. O teste foi realizado em microplaca de 96 pogos e
em cada po¢o uma mistura reacional de tampéao fosfato de potassio (25 mmol/ L, pH 8),
30ul amostra em duplicata, 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl) -2,5 difenil brometo de tetrazolina]
(MTT) (1,25 mmol/ L) e acido pirogalico (100 umol/ L) foram adicionados. Em seguida, as
microplacas foram incubadas a 37°C por 5 min, e a reacéo finalizada com a adi¢do de
dimetilsulféxido (DMSO). A absorbancia foi mensurada a 570 nm, em leitor de microplaca.
A atividade da SOD foi calculada como unidades por miligrama de proteina, com uma
unidade (U) de SOD definido como a quantidade que inibiu a taxa da oxidagao de 50% do
pirogalol.

Ja para a atividade da enzima glutationa S-transferase (GST), foi determinado
através da formagdo do conjugado glutationa-2,4-dinitrobenzeno, obtida por meio da
variagdo na absorbancia a 340 nm em espectrofotémetro (V-1100, IL-593-S Kasuaki). O
conjugado é formado espontaneamente no substrato 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB)
por ocorréncia nao enzimatica, sendo sua formacao acelerada pela atividade da GST.
Uma unidade (U) de GST corresponde a quantidade de enzima necessaria para formar 1
mol de conjugado glutationa-2,4-dinitrobenzeno por minuto. Para os calculos, foi utilizado
o coeficiente de extingdo molar do CDNB a 340 nm, igual a 9,6 mmol/ cm~" e a atividade
da GST foi expressa em uymol/min/ g (Habig et al., 1976). A analise foi feita em triplicata

por amostra.

Para a quantificacdo da proteina total foi utilizado o ensaio de Bradford (1976),
utilizando albumina de soro bovino como padrao (1,6 mg/ml). A leitura foi realizada em

leitor de microplacas a 595 nm, sendo cada amostra analisada em duplicata. A
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absorbancia do produto foi avaliada calculada para expressar os resultados dos

parametros por proteina.

A quantificagdo de T-SH totais (T-SH) foi realizada por métodos colorimétricos
utilizando 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoato) (DTNB), que reage com grupos sulfidrila livres (-
SH) formando um complexo amarelo mensuravel em 412 nm no leitor de microplacas. As
amostras em duplicata foram incubadas com DTNB por 30 minutos a temperatura
ambiente, protegido da luz. A absorbancia foi medida, e a concentragcao de T-SH foi
determinada comparando-se os valores obtidos a uma curva padrao de referéncia. Os

resultados foram expressos em pmol de T-SH / mg de proteina (Aksenov et al., 2001).

Por fim, a quantificacdo do produto da peroxidagao lipidica o MDA, foi efetuada
segundo a metodologia de Buege & Aust (1978), onde o homogenato foi adicionado a
solugcdo TBARS (acido tricloroacético 15% e 0,375% de acido tiobarbiturico, e HCI 0,25
N), depois foi colocado em banho maria por 40 minutos, resfriado, centrifugado a 2500
rpm e o sobrenadante mensurado em leitor de microplacas a 535 nm (Buege e Aust,
1978). Os resultados foram expressos em nmol/g tecido e todas as amostras foram

analisadas em duplicata e os resultados expressos em nmol MDA/ mg proteina.

3.2.5 Analise estatistica

Os dados obtidos para os diversos parametros avaliados foram agrupados por
tratamentos. A seguir, os dados foram submetidos a analise de normalidade pelo teste de
Shapiro-Wilk. Dados que apresentaram normalidade passaram pela analise de variancia
de um fator (ANOVA one-way) para avaliar as diferengas entre os diferentes tratamentos,
seguida do teste de Tukey para analisar as diferengas entre os tratamentos e os grupos
controle. Foi considerada diferenca significativa com p < 0,05 para todos os testes. Os

dados foram expressos como média * erro padrao da média.
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3.4. Resultados

A tabela 1 apresenta os parametros fisico-quimicos da agua dos aquarios ao longo

da exposicao das fémeas de zebrafish a diferentes concentragdes de metilparabeno

(MeP) e 4-hidroxibenzoico (4-HB) por sete dias. Comparagbes feitas entre os grupos

controle e os submetidos a concentragbes de 1,0 ug/L e 10,0 pg/L de MeP e 4-HB

indicaram uma estabilidade geral nos parametros avaliados, dentro do esperado.

Tabela 1. Paradmetros fisico-quimicos aferidos na agua dos aquarios ao longo dos dias de exposi¢cao aos
tratamentos.Oxigénio dissolvido (O2): temp.: temperatura (T); amodnia (NHs3); nitrito ( NOz); Condutividade
(Cond); Parametros recomendados (Par. rec); Tratamentos (Trat); Parametros recomendados (Par. rec)

Trat Controle MeP MeP 4-HB 4-HB Par. rec
Par Solvente 1,0 pg/L 10,0 pg/L 1,0 pg/L 10,0 pg/L (Hammer, 2020)
pH 7,18+0,40® 6,99+0,102 7,07+0,162 7,140,092 7,04 £ 0,092 7-8
NH3 (mg/L) 0,33+0,18 0,25+0,18 0,28+0,152 0,25+0,2? 0,36 £ 0,332 0-1
NO: (mg/L) 0,31+0,112 0,28+0,20® 0,31+£0,242 0,5+0,33? 0,46 £ 0,102 0-0,5
Temp (° C) 27,2+0,372 27,3+0,43% 274+0432 274+0422 27,3+0412 26-29
O2 Diss. (mg/L) 7,33+0,282 7,12+0,322 7,23+0,492 7,03+0,342 6,87 +0,272 6,0-8,0
Salinidade (ppt) 0,38 £0,052 0,360,022 0,36 +0,052 0,36+0,05° 0,36 £ 0,072 0-1
Cond (uS/cm) 1016 +£39,332 1028 £33,72 1006+8,72 1005+11,82 1005 £ 9,442 200-3000

Na tabela 2 sdo apresentados os dados biométricos obtidos dos animais de cada

tratamento e para o IHS. Nas condi¢gbes experimentais adotadas em nosso estudo, a
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exposicdo subaguda nao promoveu alteragbes em qualquer um dos parametros
biométricos e no IHS entre os diferentes tratamentos (p > 0,05).

Tabela 2. Parametros biométricos e indice hepatossomatico (IHS) de fémeas de zebrafish expostas a
diferentes concentragdes de metilparabeno (MeP) e acido 4-hidroxibenzéico (4-HB) por sete dias. Letras
diferentes indicam diferengas significativas (p < 0,05) entre os tratamentos (Média e desvio padrao).
Comprimento total (CT); Comprimento padrao (CP); Peso corporal (PC); Peso do figado (PF).

Tratamentos CT (cm) CP (cm) PC (9) PF (g) IHS (%)
Controle 3,99+0,132 3,24+0,092 0,664+0,0772 0,010+0,0022 1,697+0,2462
1,0 pug/L MeP 3,91+0,072 3,22+0,122 0,600+0,0662 0,009+0,0012 1,462+0,3792
10,0 yg/L MeP 3,90+0,092 3,15+0,102 0,637+0,0162 0,013+0,0042 1,420+0,3852
1,0 pg/L 4-HB 4,03+0,172 3,31+0,102 0,714+0,0722 0,020+0,0152 1,846+0,4942
10,0 pg/L 4-HB 3,750,182 3,07+0,172 0,538+0,0312 0,009+0,0012 1,71540,6332
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Figura 9. Niveis de espécies reativas de oxigénio (EROS) no figado de fémeas de zebrafish
expostas a 1,0 e 10 ug/L de Metilparabeno (MeP) e ao acido 4- hidroxibenzoico (4-HB) por sete
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dias. As barras representam a média = erro padrdo. Letras distintas indicam diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos (p < 0,05).

Os resultados da quantificacdo de EROS indicam um aumento significativo na
producdo desses compostos em resposta a exposi¢cao ao MeP e ao 4-HB (Figura 9). O
grupo controle apresentou os menores niveis de fluorescéncia relativa, diferindo dos
demais grupos. A exposi¢cao ao MeP 1,0 ug/L resultou em um aumento moderado na
producdo de EROS, enquanto concentragées mais altas de MeP (10,0 ug/L) e ambas as
concentracdes de 4-HB (1,0 e 10,0 pg/L) levaram a um aumento ainda mais expressivo

nos niveis de EROS, sem diferencga entre esses trés grupos.
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Figura 10. Atividades das enzimas antioxidantes (A) superoxido dismutase - SOD, (B) catalase -
CAT e (C) glutationa-S-transferase - GST - no figado de fémeas de zebrafish expostas a 1,0 e
10 ug/L de Metilparabeno (MeP) e acido 4- hidroxibenzéico (4-HB) por sete dias. As barras
representam a média = erro padrdo. Letras distintas indicam diferencas estatisticamente

significativas entre os grupos (p < 0,05).

A figura 10 mostra os efeitos do MeP e 4-HB nas atividades de SOD, CAT e GST
no figado de fémeas de zebrafish. Os resultados evidenciam diminuigdo na atividade de
SOD e CAT em comparagéao ao grupo controle. Para a SOD, na concentragao de 1,0 ug/L
de MeP, nao foi observada diferenca em relagao ao controle. No entanto, na concentragao
de 10,0 pg/L de MeP, houve uma redugao na atividade da SOD (p < 0.0001). A exposi¢cao

ao 4-HB resultou em uma redugdao mais acentuada para a SOD, para ambas as

71



concentracdes avaliadas. Em relacdo a atividade da enzima CAT, ambas as
concentragoes de MeP (1,0 pg/L e 10,0 pg/L) ndo alteraram a atividade dessa enzima
quando comparados ao grupo controle. Por outro lado, a exposi¢ao ao 4-HB causou uma
redugao na atividade da CAT (p < 0.0001 para 1,0 ug/L e p < 0.0001 para 10,0 pg/L).

A atividade da GST nao apresentou diferengas entre os tratamentos (Figura 10C).
O grupo controle apresentou uma atividade que foi mantida nos grupos tratados com MeP
(1,0 yg/L e 10,0 pg/L) e 4-HB (1,0 pg/L e 10,0 pg/L).
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Figura 11. Efeitos da exposi¢do ao Metilparabeno (MeP) e ao acido 4-hidroxibenzdico (4-HB) nos
parametros bioquimicos no figado de fémeas de zebrafish. (A) Concentragéo de T-SH totais (T-
SH), (B) niveis de malondialdeido (MDA) e (C) concentragao de proteina total no figado. As barras
representam a média + erro padrdo. Letras distintas indicam diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos (p < 0,05).

Os resultados da quantificagédo de T-SH (Figura 11A) mostram que os grupos
expostos a MeP 1,0 pg/L e 4-HB 1,0 pg/L ndo apresentaram alteragdes em relagdo ao
controle. A exposigdo ao MeP 10,0 ug/L resultou em um aumento nos niveis de T-SH,
sendo diferente do grupo controle. O grupo exposto a 4-HB 10,0 ug/L também apresentou
um aumento significativo nos niveis de T-SH em comparagao aos demais grupos.

A figura 11B indica os niveis de malondialdeido (MDA) no figado de zebrafish
fémeas expostas a diferentes concentracées de MeP e 4-HB. No grupo controle, os niveis
de MDA permaneceram baixos, representando o estado basal sem exposi¢cao a agentes

toxicos. No entanto, o grupo tratado com a maior concentracédo de MeP (10,0 ug/L)
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apresentou um aumento de cerca de 4 vezes nos niveis de MDA. Em contraste, a
concentragao mais baixa de MeP (1,0 pg/L) ndo causou qualquer alteragao (p > 0,05). Por
outro lado, os grupos expostos ao 4-HB mostraram um aumento expressivo nos niveis de
MDA, chegando a aproximadamente seis vezes no grupo exposto ao 4-HB (10,0 ug/L).

Os niveis de proteina total apresentaram-se aumentados nos grupos tratados com
4-HB (Figura 11C). O tratamento com 4-HB (1,0 pg/L) resultou em um aumento nos niveis
de proteina total (p < 0,0001). Esse efeito foi ainda mais acentuado na concentragao de
10,0 ug/L de 4-HB, que apresentou o maior aumento (p < 0,00017). Por outro lado, a
exposicao a ambas as concentragdes de MeP néo diferiu do observado no grupo controle
(p > 0,0001).
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3.5 Discussao

Este estudo foi pioneiro ao investigar a toxicidade hepatica do 4-HB em fémeas
de zebrafish, evidenciando seu impacto significativo na homeostase redox, reforgando a
necessidade de mais pesquisas sobre esse e demais metabdlitos dos parabenos. Estudos
anteriores realizados em juvenis de Cyprinus carpio (Barse et al., 2010), em adultos de
Oryzias latipes (Kawashima et al.; 2022), de Oreochromis niloticus (Silva et al.; 2018) e de
zebrafish (De Carvallho-Penha et al., 2021; Hu et al., 2022), ja avaliaram diferentes
biomarcadores no figado de peixes expostos ao MeP. Entretanto, com excegéo do estudo
realizado em Oncorhynchus mykiss por Pedersen et al. (2000), no qual os niveis
plasmaticos de vitelogenina foram analisados apds a exposicdo ao 4-HB, para nosso
conhecimento, este é o primeiro estudo a avaliar multiplos biomarcadores hepaticos em
animais expostos ao 4-HB. Este é o principal metabdlito dos parabenos e frequentemente
detectado em altas concentragdes em amostras de aguas de ambientes marinhos e de
agua doce (Vale et al., 2022), de sedimentos (Mishra et al.,, 2022) e de diferentes

organismos aquaticos, incluindo peixes (Zhu et al., 2024; Xue et al., 2017).

Assim, neste estudo, o IHS nao apresentou alteragao entre e os grupos expostos
a ambos parabenos, diferentemente do encontrado em fémeas de zebrafish expostas as
concentragdes de 1, 3 e 10 pg/L de MeP por 28 dias (Hu et al. 2022). O IHS é um
importante indicador da condigéo fisiolégica e metabdlica de animais, especialmente em
peixes (Al-Ghais, 2013). Esse indice reflete a funcionalidade do figado, 6rgao central no
metabolismo energético e desintoxicagao, além de ser crucial para a biologia reprodutiva
em diversas espécies. Alteracbes no IHS podem sinalizar respostas adaptativas ou
patoldgicas (Al-Ghais, 2013). Redugbes no indice frequentemente indicam esgotamento
de reservas energéticas, estresse especifico ou desnutricdo, enquanto aumentos podem
indicar acumulo de lipidios, intensidade ou sobrecarga funcional causada pela exposi¢cao
a toxinas (Hajji & Lucas, 2024). Essas mudangas podem comprometer fungbes
metabdlicas essenciais, prejudicar a desintoxicagdo e impactar a sobrevivéncia e a

reproducéao do individuo, tornando o IHS uma ferramenta para avaliar a saude e o impacto
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da gordura neste 6rgao (Hajji & Lucas, 2024; Leao et al., 2021). Dessa forma, sugere-se
que apenas exposi¢ao crénica pode causar impactos no IHS de fémeas expostas a
parabenos.

As EROS desempenham um papel central no estresse oxidativo induzido por
xenobioticos (Silvestre, 2020). A geragao excessiva de EROS, incluindo o &anion
superoxido (O27), o peroxido de hidrogénio (H202) e o radical hidroxila (OH), podem levar
danos a diversas biomoléculas, como lipidios, proteinas e DNA (Halliwell & Gutteridge,
2015). No presente estudo, todas as concentragdes testadas de MeP e 4-HB promoveram
um aumento nos niveis de EROS, demonstrando que mesmo em baixas concentracdes
induzem um quadro de desbalanco redox. Ao avaliar a toxicidade de parabenos (MeP,
EtP, PrP e BuP) em Caenorhabditis elegans, observou-se que o MeP foi o mais toxico,
com LC50 de 278,1 ug/ml, seguido por EtP (217,8 ug/ml), PrP (169,2 ug/ml) e BuP (131,88
pg/ml) (Nagar et al., 2020). Neste mesmo estudo, a exposi¢cao a 1/5 da LC50 aumentou
os niveis de EROS em todos os grupos expostos aos parabenos, especialmente ao MeP,
resultando em estresse oxidativo e ativacdo de transcricbes antioxidantes, com
localizagao nuclear de DAF-16, proteina envolvida na resposta ao estresse (Nagar et al.,
2020). Em outro estudo, as medi¢gdes de EROS e MDA no figado, branquias e rim
mostraram um aumento significativo apos o tratamento de peixes da espécie Labeo rohita
por 21 dias com etilparabeno nas concentra¢des de 2000 ug/L, 4000 ug/L e 6000 pg/L,
em comparag¢ao com o grupo controle (Akmal et al., 2024). Além disso, os resultados de
SOD e CAT apresentaram reducdes significativas nos mesmos tratamentos (Akmal et al.,
2024).

Nossos dados evidenciaram que a exposigao subaguda ao 4-HB, especialmente
na concentragdo de 10,0 ug/L, induziu a redugao na atividade das enzimas antioxidantes
SOD e CAT, indicando estresse oxidativo no figado dos animais. Interessantemente, o
MeP apresentou efeitos menos intensos, com redugdo na SOD apenas na maior
concentragao testada (10,0 pg/L). Essa diminuigao na atividade de SOD e CAT pode ser

resultado da exaustdo enzimatica, processo que ocorre quando enzimas, apos estarem
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continuamente ativadas para neutralizar estresses ou danos celulares, perdem sua
capacidade de funcionar de maneira eficiente (Miyazaki et al., 2001; Sadiq et al., 2023).
Isso geralmente acontece devido ao uso excessivo das enzimas em processos como a
defesa antioxidante, levando a sobrecarga e, eventualmente, a degradacgao ou alteragao
de sua estrutura (Garcia-Caparroés et al., 2021). Como resultado, a atividade enzimatica &
comprometida, o que pode gerar desequilibrios celulares e contribuir para o
desenvolvimento de doencas ou disfuncbes, especialmente em casos de estresse
oxidativo (Afzal et al., 2023). Tal reducao na atividade de ambas as enzimas (SOD e CAT)
pode ter comprometido a neutralizacdo dos EROS, favorecendo a um quadro de
desbalango redox e ocorréncia de danos oxidativos (Afzal et al., 2023). Esse desequilibrio
no sistema redox ndo apenas compromete a funcionalidade celular, mas também pode
induzir mecanismos de morte celular, como apoptose e necrose, impactando diretamente

a integridade hepatica e a homeostase do organismo (Venditti et al., 2015).

Hu et al. (2022) relataram que a exposi¢cao subcrbnica (28 dias) de fémeas de
zebrafish a concentragdes de 3 e 10 pg/L de MeP resultou em um aumento na produgéo
de EROS, acompanhado por uma diminuicdo na atividade catalitica da CAT. Resultados
semelhantes foram observados em machos adultos de zebrafish foram expostos a
concentragdes subcronicas de 1, 3 e 10 ug/L de MeP, resultando em uma reducgéo na
atividade das enzimas CAT e SOD no cérebro dos animais (Hu et al., 2023). Estudos com
outros parabenos também reforcam esses achados, onde foi observada uma diminuigao
na atividade de SOD e CAT em larvas de zebrafish apds a exposi¢cdo ao butilparabeno
(0,5; 0,75 e 1 mg/L) (Li et al.; 2023). Esses resultados sao consistentes com os obtidos no

presente estudo, sugerindo a toxicidade das concentragbes ambientais de MeP e 4-HB.

A presenca de xenobidticos no organismo pode comprometer a atividade de
enzimas antioxidantes, como a SOD e a CAT, promovendo o acumulo de EROS e o
consequente estresse oxidativo (Limon-Pacheco & Gonsebatt, 2009). A biotransformagao
desses compostos frequentemente gera EROS como subprodutos metabdlicos (Halliwell

& Gutteridge, 2015), o que sobrecarrega os sistemas antioxidantes celulares. A SOD atua
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convertendo o radical superdxido (O, ") em peroxido de hidrogénio (H,0,), que por sua
vez é decomposto em agua e oxigénio pela agdo da CAT. No entanto, além de estimular
a producao de EROS, os xenobidéticos podem inativar diretamente essas enzimas por meio
de danos oxidativos, deplecao de cofatores metalicos ou interferéncia na sintese proteica
(Hassan et al., 2024).

Nesse contexto, os resultados obtidos no nosso estudo corroboram com esses
mecanismos. A exposi¢cao subaguda ao MeP e, principalmente, ao seu metabdlito 4-HB,
resultou em aumento significativo nos niveis de EROS e T-SH, acompanhado de uma
inibicdo marcante nas atividades de SOD e CAT, especialmente nas fémeas expostas a
maior concentragcao de 4-HB (10 ug/L). Esses achados reforcam que o 4-HB apresenta
potencial de toxicidade redox superior ao MeP, possivelmente por gerar maior sobrecarga
mitocondrial ou por interagir diretamente com os sistemas enzimaticos antioxidantes. O
acumulo de ROS, associado a queda das enzimas SOD e CAT, refletiu-se no aumento
significativo dos niveis de malondialdeido (MDA), um indicador classico de peroxidagao

lipidica.

Por outro lado, a atividade da GST nao foi significativamente alterada nas nossas
analises, sugerindo que o tempo de exposigcado de sete dias pode nao ter sido suficiente
para desencadear respostas compensatdrias nesses sistemas, ou que a toxicidade
gerada pelos compostos testados tenha afetado preferencialmente a linha de defesa
antioxidante enzimatica primaria. Esses dados reforcam que alteragdes na SOD e CAT
sdo biomarcadores sensiveis de desequilibrio redox frente a exposi¢cao a parabenos,
sendo o0 4-HB um composto relevante na inducdo de estresse oxidativo hepatico em

zebrafish.

Apesar de encontrar reducao na atividade das enzimas SOD e CAT, nao houve
alteracao na atividade da enzima GST entre os tratamentos. A GST € uma enzima de fase
Il importante no sistema antioxidante, o desempenhando um papel crucial na protecao

celular, essa enzima catalisa a conjugacédo da GSH a compostos téxicos eletrofilicos,
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tornando-os mais soluveis em agua e facilitando sua excregao pelo organismo (Tew &
Rona, 1999; Bhagat & Ingole, 2015). Além disso, a GST pode neutralizar peréxidos
lipidicos gerados durante o estresse oxidativo, prevenindo danos adicionais as

membranas celulares.

Nao foi encontrado na literatura resultados da quantificagao de T-SH em zebrafish
expostos a MeP e 4-HB. Porém, ha estudos que relatam que apds exposicao de embrides
de zebrafish de 28h a BuP (500 e 1.000 nM) houve aumento no conteudo de T-SH,
corroborando com os resultados observados em nosso estudo (Brown et al., 2024). A
Exposicdo por 7 dias de tilapias do Nilo ha uma mistura de Hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (HPAs), que pertencem ao grupo de desreguladores enddcrinos similares aos
parabenos, também resultou no aumento do conteudo de T-SH no figado (De Souza et
al., 2024). O aumento de T-SH indica uma resposta adaptativa ao estresse oxidativo, pois
os tidis, como a glutationa reduzida (GSH), sdo essenciais na neutralizacdo de EROS e
na manutencao da homeostase redox. Esse aumento pode representar um mecanismo de
defesa para compensar a diminuicdo das enzimas antioxidantes (SOD e CAT), que

também foram reduzidas nos grupos expostos.

Os resultados observados em nosso trabalho sugerem que o 4-HB apresenta um
maior potencial para promover danos oxidativos as membranas celulares em comparacao
ao MeP, mesmo quando os peixes sao expostos a concentragcdes baixas de parabenos,
comumente detectadas nos ambientes aquaticos. Niveis elevados de MDA indicam um
aumento no dano oxidativo, refletindo a insuficiéncia do sistema antioxidante em
neutralizar as EROS (Lushchak, 2016). Estudos relataram que a produgédo de MDA em
larvas de zebrafish expostas ao MeP (50 mg/L) por 72h aumentou, enquanto a atividade
antioxidante da GST reduziu (Ates et al., 2018). Da mesma forma, um estudo com
exposicao de 120h ao butilparabeno mostrou 0 aumento nos niveis de MDA e reducéo na
atividade das enzimas SOD e CAT em larvas de zebrafish apds a exposicdo a
concentracoes de 0,75 e 1,0 mg/L (Li et al., 2023). Tais resultados podem indicar uma

possivel relagcado entre a redugéo da atividade das enzimas SOD, CAT e GST, o aumento
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de EROS e, consequentemente, a intensificagdo da peroxidacéao lipidica, resultando em
efeitos semelhantes aos observados no presente estudo com as enzimas CAT, SOD e o
MDA.

EROS podem atacar com mais facilidade os componentes celulares,
especialmente lipidios das membranas, resultando na produgao de MDA (Venditti et al.,
2015). O MDA ¢ entéo utilizado como um biomarcador de estresse oxidativo (Hassan et
al., 2024). A relacao entre a reducao da atividade da SOD e da CAT e o aumento do MDA
esta diretamente ligada ao desequilibrio da biologia redox (Venditti et al., 2015). Esse
processo pode criar um ciclo vicioso de estresse oxidativo, agravando os danos celulares
e contribuindo para condi¢cdes patoldgicas associadas a toxicidade dos xenobidticos
(hepatotoxicidade, neurotoxicidade, cardiotoxicidade, imunotoxicidade, toxicidade
reprodutiva) (Pei, 2025). Assim, a maior toxicidade do 4-HB em relagdo ao MeP pode estar
associada a um aumento na geracdo de EROS e a uma ineficiéncia dos sistemas

antioxidantes e do processo de metabolizagdo em neutralizar seus efeitos deletérios.

Nés também observamos niveis elevados de PT no figado de fémeas de zebrafish
expostas as duas concentragcdes de 4-HB. Esse resultado pode indicar uma resposta
adaptativa ou toxica ao estresse causado por esses compostos (Cichoz-Lach & Michalak,
2014). Nesse caso, podem ser um indicativo de disfungdo hepatica, como edema ou
alteragdes estruturais no figado, decorrentes da toxicidade subaguda (Opara, 2003;
Cichoz-Lach & Michalak, 2014). A combinagéo de alta PT e baixa atividade antioxidante
pode indicar que o organismo esta tentando compensar o dano celular, mas sem sucesso,
0 que pode levar a um aumento no estresse oxidativo e potencial progresséo para danos
celulares sevEROS, como peroxidacéo lipidica e morte celular, a realizacdo de analises
histopatologicas nas amostras coletadas poderao elucidar melhor os danos estruturais

ocorridos no figado.

O 4-HB parece ser aproximadamente 100 vezes mais toxico para hepatocitos de

peixes do que para hepatécitos humanos (Ball et al., 2023). Foi observado em um estudo
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de caso no Vietnd uma maior concentracédo do 4-HB em peixes marinhos da espécie
Largehead hairtail ao analisar niveis de bioacumulagdo de parabenos e seus metabdlitos
(Tran-Lam et al., 2023). O estudo ainda observou nos fatores de ampliacéo trofica (TMF)
niveis de MeP e 4-HB superiores a 1, indicando biomagnificacdo substancial dessas
substancias na cadeia alimentar marinha do Vietnd (Tran-Lam et al.,, 2023). A
biomagnificagdo do MeP foi também observada em uma teia alimentar marinha subtropical
na Florida, apresentando um fator de magnificagao trofica (TMF) de 1,83 (Xue et al., 2017).
Esses achados indicam que tanto o 4-HB quanto o MeP podem se acumular e amplificar
ao longo da cadeia alimentar marinha, representando um potencial risco ecotoxicoldgico.
A maior toxicidade do 4-HB para hepatécitos de peixes, aliada a sua biomagnificagao,
sugere que organismos em niveis troficos superiores podem estar expostos a
concentragées ainda mais elevadas, aumentando a preocupag¢ao sobre os impactos

dessas substancias nos ecossistemas aquaticos e na segurancga alimentar.

A reducgao da atividade de enzimas como SOD e CAT pode comprometer outros
processos bioldgicos essenciais, afetando a aptidao das fémeas de zebrafish expostas ao
MeP e 4-HB (Halliwell & Gutteridge, 2015). Esses efeitos podem prejudicar os processos
reprodutivos ao afetar a qualidade dos ovécitos, reduzir a eficiéncia metabdlica ao desviar
recursos para reposicao celular, e diminuir a sobrevivéncia devido a maior suscetibilidade
a doengas e condi¢gdes adversas, com implicagdes que podem se estender ao nivel
populacional, ameacgando a viabilidade da espécie em ambientes contaminados (Silvestre,
2020).

Em conjunto, os resultados do presente estudo sdo consistentes com estudos
anteriores que associaram a exposicao a diferentes parabenos parentais ao desbalanco
redox e ao aumento do estresse oxidativo. No entanto, os efeitos ecotoxicolégicos da
exposicao ao 4-HB ainda sdo escassos, tornando necessaria a realizagdo de estudos
futuros que envolvam diferentes grupos de organismos aquaticos, diferentes tempos de
exposicao e avaliacao de diferentes 6rgdos e multiplos biomarcadores. Além disso, é

fundamental considerar os efeitos cumulativos e os riscos associados a biomagnificagao
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dessas substancias na cadeia alimentar, uma vez que estudos prévios tém apontado para
a persisténcia ambiental dos parabenos. Portanto, nossos achados denotam o risco
potencial das concentracbes ambientais de MeP e 4-HB para organismos aquaticos,
reforgando a necessidade de uma maior investigagcao sobre os impactos ecotoxicoldgicos

dos a exposicao aos parabenos parentais e aos seus metabdlitos.

3.6 Conclusao

Os resultados apresentados neste estudo apontam que, mesmo em baixas
concentragdes, a exposi¢cao subaguda ao MeP e ao 4-HB desregula a homeostase redox
do figado de fémeas de zebrafish. A exposigcdo a ambos parabenos resultou em um
aumento na producao de EROS, bem como em uma diminuigdo na atividade das enzimas
SOD e CAT, evidenciaram o desequilibrio redox. Os niveis elevados de MDA denotam a
intensidade do estresse oxidativo induzido por esses compostos. Em conjunto, esses
dados evidenciam os riscos ecotoxicoldégicos causados em organismos aquaticos

expostos a contaminantes emergentes, como o MeP e o 4-HB.
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CAPITULO 4 - Perspectivas Futuras

As perspectivas futuras incluem a quantificagdo das concentragdes reais de MeP
e 4-HB na agua dos aquarios durante a exposi¢ao coletadas apos cada troca, bem como
a realizacdo de analises de expressao génica para quantificar os transcritos de
vitelogenina no figado de fémeas de zebrafish expostas a baixas concentra¢des de MeP
e 4-HB, fornecendo uma avaliagdo mais detalhada sobre a potencial interferéncia
endocrina dessas substancias na producado de vitelogenina pelo figado. Além disso,
analises histopatologicas serdo realizadas para identificar possiveis danos estruturais no
tecido hepatico, como vacuolizagdo, necrose ou alteracbes vasculares e inflamatdrias.
Como existem evidéncias que a exposi¢cao a parabenos também altera o metabolismo
lipidico, a quantificacdo de acidos graxos também esta sendo conduzidas. Em conjunto,
estes novos dados poderéo clarificar os efeitos ecotoxicolégicos da exposigdo a ambas

as substancias em peixes.
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