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RESUMO 
 

Fazer uso de tinturas capilares é uma prática amplamente difundida por todo o 
mundo e, por isso, motivo de debate sobre os impactos que elas podem conferir à 
saúde humana. Essa preocupação se deve, além do fato das tinturas serem 
constituídas por diversos compostos, também por algumas delas possuírem 
corantes azo que são compostos que, ao serem reduzidos, liberam aminas 
aromáticas, que podem ser ainda mais tóxicas que os compostos originais. Tanto os 
corantes quanto seus derivados podem ser absorvidos pela pele e alcançar órgãos 
como a bexiga, onde podem representar um risco para o desenvolvimento de 
câncer. Frente a essa problemática, esse estudo teve como objetivo avaliar, na 
linhagem de células de bexiga (5637), a citotoxicidade, genotoxicidade, 
mutagenicidade e o potencial de indução de estresse oxidativo dos corantes Arianor 
Cherry Red, Arianor Sienna Brown e Arianor Ebony, utilizados na formulação da 
tintura capilar preta. Para avaliar a citotoxicidade pelo teste da resazurina, foram 
testadas concentrações entre 20 a 1,25 mg/L do corante Cherry Red, 400 a 18,75 
mg/L do Sienna Brown, 3.200 a 3,75 mg/L do Ebony, 100 a 0,16 % dos corantes 
associados entre si e 0,31 a 0,03 % dos corantes associados entre si e com peróxido 
de hidrogênio. Dessas concentrações, foram escolhidas três com viabilidade celular 
acima de 80 % por tratamento: Cherry Red: 5,0, 2,5 e 1,2 mg/L; Sienna Brown: 100, 
50 e 25 mg/L; Ebony: 10, 7,5 e 5 mg/L; associação entre corantes: 0,31, 0,26 e 0,16 
%; e associação com peróxido de hidrogênio: 0,08, 0,06 e 0,04 %. Essas 
concentrações foram utilizadas para avaliar a genotoxicidade, mutagenicidade e as 
atividades antioxidativas das células. Pelo ensaio do cometa foi observado que 
todos os tratamentos tiveram efeito genotóxico significativo sobre as células de 
bexiga. Esse efeito foi confirmado pelo teste do MN em que foi observado um 
número significativo de pontes, para quase todos os tratamentos (com exceção da 
concentração de 5 mg/L do Cherry Red, 0,16 % da associação e 0,08 e 0,04 % da 
associação com peróxido de hidrogênio) e valores significativos de brotos para todos 
os tratamentos testados. O teste do MN ainda mostrou que foi encontrado um 
número significativo de micronúcleos para todos os tratamentos testados, indicando 
que todos eles têm potencial mutagênicos sobre as células de bexiga. Ainda pelo 
teste do MN foi possível observar que todos os tratamentos reduziram 
significativamente os índices de divisão celular. As defesas antioxidantes das células 
foram avaliadas pela atividade da enzima SOD e pelos níveis de GSH e TBARs. Os 
níveis enzimáticos da SOD foram significativamente maiores, em relação ao controle 
negativo, para a concentração de 1,25 mg/L do Cherry Red e para todas as 
associações com e sem peróxido de hidrogênio. Os níveis de GSH mostraram-se 
significativamente maiores para as concentrações de 5 e 1,25 mg/L do Cherry Red, 
10 mg/L do Ebony, 0,16 % da associação e 0,06 e 0,04 % da associação com 
peróxido de hidrogênio e significativamente menores para as concentrações de 50 e 
25 mg/L do Sienna Brown. Os níveis de TBARs foram estatisticamente maiores 
apenas para as concentrações de 50 mg/L do Sienna Brown, 10 e 7,5 mg/L do 
Ebony e 0,04 % da associação de corantes com peróxido de hidrogênio. Esses 
resultados indicam que, de forma geral, os corantes estudados têm potencial de 
danificar as células, tanto na ausência como na presença de peróxido de hidrogênio. 
Os efeitos tóxicos, genotóxicos, mutagênicos e indutores de estresse oxidativos 
foram observados para concentrações muito mais baixas que as presentes nas 
tinturas capilares. Essa ação danosa pode ser devida tanto a presença de estruturas 
azo como de aminas aromáticas derivadas da redução desses corantes. Os 
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resultados desse estudo, além de trazer informações para uma melhor compreensão 
dos mecanismos de ação dos corantes, servem de alerta para consumidores e 
profissionais da área da estética, que se expõem, diariamente, a esses compostos. 
 
Palavras-chave: corantes azo, ensaio do cometa, estresse oxidativo, linhagem 
celular 5637, peróxido de hidrogênio, teste da resazurina, teste do micronúcleo. 
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ABSTRACT 
 

Hair dying is a widespread worldwide practice and because of this, the reason 
of the discussion about the impacts that the hair dyes may have over human health. 
This concern is since some dyes have azo compounds which, after being reduced, 
release aromatic amines that can be even more toxic than the original compounds. 
Both the dyes and its derivates can be absorbed by skin and reach organs, like the 
bladder, where they may present a risk for cancer development. Due to this problem, 
this study aimed to assess, on the bladder cell line (5637), the cytotoxicity, 
genotoxicity, mutagenicity and the stress oxidative induction potential of the dyes 
Arianor Cherry Red, Arianor Sienna Brown e Arianor Ebony used in the black hair 
dye formula. To evaluate the cytotoxicity by the resazurina assay, 10 concentrations 
of Cherry Red, 10 of Sienna Brown, 22 of Ebony, 17 of mixture of the dyes and 12 of 
the mixture of dye and hydrogen peroxide were tested. Among these concentrations, 
three of each treatment with cell viability of 80 % or more were chosen:  Cherry Red: 
5.0, 2.5 e 1.2 mg/L; Sienna Brown: 100, 50 e 25 mg/L; Ebony: 10, 7.5 e 5 mg/L; dye 
mixture: 0.31, 0.26 e 0.16 %; e dye mixture with hydrogen peroxide: 0.08, 0.06 e 0.04 
%. These concentrations were used to assess the genotoxicity, mutagenicity and the 
antioxidant activity of the cells. The comet assay showed that all treatments had a 
significant genotoxic effect over the bladder cells. This effect was confirmed by the 
MN test which showed significant values for bridge, to almost all treatments, and 
significant values for nuclear buds to all tested treatments. The MN test also 
presented a high number of micronuclei to all tested treatments, indicating that all of 
them have a mutagenic potential over the cells. It was observed by the MN test that 
all treatments significantly decreased the cell division index. The antioxidant 
defenses of the cell were evaluated by the activity o the enzyme SOD and by the 
levels of GSH and TBARs. The enzymatic levels of SOD were significantly higher, in 
relation to the negative control, to the concentrations of 1.25 mg/L of Cherry Red and 
to all concentrations of the dye mixture, with and without hydrogen peroxide. GSH 
levels showed significantly higher to the concentrations of 5 and 1.25 mg/L (Cherry 
Red) 10 mg/L (Ebony), 0.16 % (dye mixture) and 0.06 e 0.04 % (dye mixture with 
hydrogen peroxide) and significantly lower to the concentrations of 50 and 25 mg/L 
(Sienna Brown). TBARs levels were statistically higher only for the concentrations of 
50 mg/L (Sienna Brown), 10 and 7,5 mg/L (Ebony) e 0,04 % (dye mixture with 
hydrogen peroxide). These results indicate that, in general, the studied dyes have the 
potential to damage cell, both in the presence or absence of the hydrogen peroxide. 
The toxic, genotoxic, mutagenic and oxidative stress inductor effects were observed 
to concentrations much lower than the one present in the hair dyes. This harmful 
action may be due to both the presence of azo structures and aromatic amines 
derived from the reduction of these dyes. The results of this study, besides bringing 
information to a better comprehension of the action mechanisms of the dyes, serve 
as an alert to consumers and professionals that get exposed, daily, to these 
compounds. 

 
Palavras-chave: azo dyes, cell line 5637, comet assay, hydrogen peroxide, 
micronucleus test, oxidative stress, resazurina assay. 
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LISTA DE ABREVIATURAS 
 

BDCP Black Dye Commercial Product 
CHO-K1 Células de ovário de hamster chinês 
CN Controle Negativo 
CO2 Dióxido de carbono 
CP Controle Positivo 
DMEM Meio de Eagle modificado por Dulbecco 
DMSO Dimetilsulfóxido 
DNA Ácido desoxirribonucleico 
DTNB Ácido dinitrobenzóico 
EDTA Ácido etilenodiamino tetra-acético  
EPIs Equipamentos de proteção individual 
GSH Glutationa reduzida 
GSSH Glutationa oxidada 
H2O2 Peróxido de hidrogênio 
H3PO4 Ácido fosfórico 
HCl Ácido clorídrico 
HepG2 Células de hepatocarcinoma humano 
ICDN Índice Citotóxico de Divisão Nuclear 
KCl Cloreto de potássio 
kHz Quilohertz 
mA Miliampere  
MDA Malondialdeído 
MMS Methyl methanesulfonate (metano sulfonato de metila) 
MN Micronúcleo 
MTT Brometo de 3-(4,5dimetiltiazil-2-il)-2,5-difeniltetrazólio 
NaCl Cloreto de Sódio 
NaHCO3 Bicarbonato de sódio 
NaOH Hidróxido de sódio 
O2 Oxigênio molecular 
O2 - Ânion superóxido 
OH- Radical hidroxila 
PBS-EDTA Tampão fosfato salino com EDTA 
PPD Parafenilenodiamina 
PTD 2,5-diaminotolueno 
ROS Reactive species of oxygen (espécies reativas de oxigênio) 
SBF Soro bovino fetal 
SOD Superóxido dismutase 
TBA Ácido tiobarbitúrico 
TBARS Espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico 
TCA Ácido tricloacético 
Tris Tris aminometano 
UV Ultravioleta 
V Volt 
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1. INTRODUÇÃO GERAL

O uso de tinturas capilares é uma prática comum em todo o mundo e o impacto

que elas proporcionam à saúde humana se tornou um assunto de grande interesse 

de estudo e discussão. Um dos motivos dessa preocupação deve-se ao fato dessas 

tinturas terem em sua constituição à presença de corantes sintéticos, principalmente 

os pertencentes à classe dos corantes azo (R ), que apresentam alta 

toxicidade (NOVOTNÝ et al., 2006; GIORGETTI et al., 2011). Esses corantes, ao 

sofrerem biotransformação durante a detoxificação celular, podem formar aminas 

aromáticas que são ainda mais tóxicas que os compostos originais (UMBUZEIRO et 

al., 2005; CHUNG, 2016). Estudos mostram que tanto os corantes azoicos quanto as 

aminas aromáticas produzidas pela metabolização dos corantes são carcinogênicas, 

pois são compostos capazes de interferir e modificar a molécula do DNA (YAHAGI et 

al., 1975).  

A células presentes na epiderme têm a capacidade de reduzir os corantes azo 

(BRÜSCHWEILER; MERLOT, 2017), formar metabólitos que podem ser absorvidos 

pela pele (KORINTH et al., 2013) e alcançar órgãos como a bexiga (ANDREW et al., 

2004). Alguns autores encontraram tanto componentes de tinturas capilares como os 

seus derivados em urina de pessoas que fazem uso desses cosméticos (HOWES; 

BLACK, 1983; YOURIC; BRONAUGH, 2000). Assim, a bexiga torna-se um alvo de 

vulnerabilidade para ação tóxica desses compostos. Resultados semelhantes foram 

encontrados nos estudos realizados por Nohynek et al. (2015), onde os autores 

encontraram parafenildiamina, um composto presente em tinturas capilares, na urina 

de usuários desses cosméticos. Estudos realizados por Kogevinas et al. (2003) 

mostraram que, na população masculina do oeste da Europa, 1 entre 20 cânceres de 

bexiga podem ser atribuídos a atividades ocupacionais. Alguns estudos 

epidemiológicos mostram que pessoas que se expõem às tinturas capilares, como 

cabeleireiros, barbeiros e esteticistas, apresentam um risco maior de desenvolver 

câncer de bexiga (CZENE et al., 2003; ZHANG et al., 2004). Mulheres que fazem uso 

de tintura permanente também apresentam risco de carcinogenicidade de bexiga, 

como mostrado por Gago-Dominguez et al. (2001). Os autores apontam para um fator 

de risco 2,1 vezes maior, em comparação com mulheres que não fazem uso desses 

produtos. Um estudo publicado recentemente por Hadkhale et al. (2017) também 

mostrou que cabeleireiros do Canadá e cabeleireiras dos países nórdicos apresentam 

um alto risco de desenvolver câncer de bexiga. 
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Frente às evidências apontadas anteriormente sobre os prováveis efeitos 

tóxicos das tinturas capilares, fica clara a necessidade de estudos que melhor 

avaliem os corantes que as compõem, para que se possa ter uma melhor 

compreensão dos efeitos desses corantes sobre os constituintes celulares, inclusive 

sobre o material genético. Essas informações permitiriam o estabelecimento de níveis 

de segurança para o uso de tinturas, não só para consumidores, mas também para 

profissionais da área da cosmetologia.  

O presente estudo avaliou, por meio de diversos bioensaios realizados com 

células de uma linhagem de bexiga humana (linhagem 5637), os efeitos dos corantes 

utilizados na formulação da tintura de cabelo preta. Os ensaios in vitro, realizados 

com culturas celulares, possuem a vantagem de serem desenvolvidos sob condições 

ambientais controladas, usar células com características estáveis e expor as células 

em diferentes fases do ciclo celular (RABELLO-GAY 1991). Outras vantagens desses 

bioensaios são a utilização de pequenas amostras de células, o que evita o uso e 

sacrifício de animais na pesquisa (CARVALHO, 1993). 

O potencial citotóxico de diversos compostos pode ser avaliado pelo teste da 

resazurina, que é um corante que não apresenta ação tóxica para as células (VAN 

TONDER et al., 2015). Esse teste é muito eficiente para avaliar compostos que 

possuem cor pois, a resazurina, quando metabolizada, se transformada em 

resofurina, e emite fluorescência et al, 2000; RAMPERSAD, 2012), 

por isso a leitura deste teste é feito em fluorímetro. 

Os danos no DNA, causados por corantes capilares, podem ser estimados pelo 

ensaio do cometa. Este teste é capaz de detectar baixos níveis de danos e pode ser 

aplicado em cultura celular, necessitando uma pequena quantidade de células para 

análise (COLLINS, 2004). Esse ensaio baseia-se em lisar a membrana das células, 

submetendo o nucleoide a uma corrente elétrica. Quando houver danos no DNA, 

haverá a migração de fragmentos na lâmina, cujo arraste lembra a figura de um 

cometa. 

A avaliação do potencial mutagênico em culturas celulares é feita por meio do 

ensaio do micronúcleo (MN). Nesse ensaio, o material genético que foi perdido do 

núcleo celular, por quebras cromossômicas que originaram fragmentos acêntricos, ou 

por perda de cromossomos inteiros, que não se ligaram aos fusos mitótico, formam 

micronúcleos, que podem ser observados após um ciclo de divisão (FENECH, 2000). 

Para assegurar que houve um ciclo celular nas células analisadas, usa-se 
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citocalasina B, uma substância que impede a citocinese, mas não a cariocinese, 

tendo como resultado, uma célula com dois núcleos e os eventuais micronúcleos que 

foram induzidos pelo agente testado (FENECH, 2000).  

Um outro parâmetro importante na avaliação da ação de xenobiontes sobre 

culturas celulares é a análise dos níveis de espécies reativas de oxigênio (ROS) nas 

células, após a exposição das mesmas ao agente investigado.  

As ROS são moléculas que possuem elétrons livres ou não pareados, isso 

conferem a elas uma alta instabilidade elétrica. Mesmo tendo uma meia vida muito 

curta, elas podem reagir com qualquer composto que possa doar ou compartilhar 

elétron para sua estabilização. Quando elas reagem com componentes celulares, 

podem gerar moléculas que induzem danos às células. Quando os níveis de espécies 

reativas aumentam muito, são acionados os sistemas de defesa antioxidante 

enzimáticos e não enzimáticos das células, para eliminar as ROS do meio 

(CESARATTO et al., 2004).  

Existem duas fontes de ROS nas células: as endógenas, que são induzidas 

naturalmente pelos subprodutos do metabolismo aeróbio das células e as exógenas, 

geradas por ação de agentes externos à célula. Esses xenobiontes desequilibram o 

sistema celular e causam danos às macromoléculas, como o DNA (KRYSTON et al., 

2011). O acúmulo de danos oxidativos ocorre por ineficiência do sistema de reparo ou 

por reparo incompleto das células. As ROS de origem exógenas podem ser perigosas 

para o sistema celular e dar início a processos de carcinogênese (KRYSTON et al., 

2011). 
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Os resultados obtidos nessa pesquisa nos permitem concluir que: 

  Todos os corantes estudados, individualmente ou em associação, com e sem 

adição de peróxido de hidrogênio, apresentaram efeitos citotóxicos para células de 

bexiga, tanto para as concentrações são usadas na formulação da tintura capilar 

preta como as indicadas para uso pelo fabricante. A viabilidade celular, maior que 80 

%, necessária para ser usadas em testes genotóxicos (ensaio do cometa) e 

mutagênicos (MN), só foi obtida para células expostas à concentrações muito mais 

baixas que as utilizadas pelos consumidores; 

  Mesmo em baixas concentrações, todos os tratamentos (corante individuais e 

em mistura e misturas associadas com peróxido de hidrogênio) apresentaram efeitos 

genotóxicos (ensaio do cometa) sobre as células de bexiga;  

  Foi observado efeito genotóxico também para o teste do MN, pois as células 

apresentaram altos índices de pontes nucleoplasmáticas e brotos nucleares, 

provavelmente devido à ação clastogênica dos corantes azo; 

  Todos os corantes, individualmente ou em associações, entre si e com o 

peróxido de hidrogênio apresentaram atividade mutagênica, comprovada pelo teste 

do MN; 

  Pelo teste do MN, ainda foi possível observar que todos os corantes, 

individualmente e em associações com e sem adição de peróxido de hidrogênio, 

foram capazes de induzir uma significativa redução na divisão celular, indicando 

citotoxicidade. Esse efeito também foi conferido por concentrações muito inferiores à 

utilizada na preparação da tintura capilar preta; 

  Algumas concentrações da mistura dos corantes, presentes na formulação 

da tintura preta, foram capazes de alterar o equilíbrio ROS-defesa antioxidante das 

células, efeito este que pode levar a risco oxidativos para elas e até a indução de 

processos de carcinogênese; 

  Devido a todas essas evidências, podemos afirmar que existe uma alta 

possibilidade desses corantes (em todas as formas testadas) conferirem riscos à 

saúde humana, tanto para os profissionais que se expõem diariamente a eles como 

para os consumidores desses produtos; 

  Essa pesquisa é pioneira na avaliação dos efeitos desses corantes sobre as 

células de bexiga, órgão este considerado vulnerável a ação esses compostos. Pela 
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característica funcional deste órgão, ele pode permanecer exposto tanto aos 

corantes como aos seus metabólitos, ficando mais tempo vulneráveis à ação dos 

mesmos, o que pode conferir um maior risco de desenvolvimento de cânceres; 

  São necessários mais estudos que elucidem os mecanismos de ação dos 

corantes utilizados em tinturas capilares, para poder avaliar as reais consequências 

do uso de tinturas capilares, para a saúde humana. 
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