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RESUMO

O cabelo humano, assim como qualquer outro pelo de mamiferos, tem como funcao
a protecao e regulacdo da temperatura corporal, pela facilitacdo dos processos de
transpiracdo e evaporacdo. Contudo, essa estrutura também €é um importante
elemento estético do individuo, pois da forma ao rosto e contribui para a construcao
daidentidade pessoal. Sabe-se que desde a antiguidade, os povos utilizavam diversos
elementos naturais para tingir os cabelos, porém, foi s6 no inicio do século XX que a
primeira tintura sintética foi produzida. Atualmente, as tinturas capilares sintéticas sado
amplamente utilizadas por homens e mulheres em todo o mundo. Diante desse
contexto, surgiu a necessidade de conhecer os reais efeitos desses produtos sobre a
saude humana e também os possiveis impactos que possam causar ao meio
ambiente, pois, esses compostos estdo presentes em efluentes industriais e de
estacdes de tratamento de esgoto urbano, podendo, assim, contaminar, inclusive
recursos hidricos destinados ao consumo humano. Uma forma de se estudar os
possiveis efeitos téxicos das tinturas capilares é por meio de ensaios com
bioindicadores, pois estes permitem entender os mecanismos de acdo biologica de
compostos quimicos. Dessa forma, este trabalho teve como objetivo estudar o
potencial fitotoxico e citogenotoxico da tintura capilar oxidativa (permanente) de
coloracdo castanha média (grupo colorimétrico de numero 4), em trés diferentes
formulac@es: tinturas em p6 e em creme, sendo a em creme testada com e sem
associacdo com peroxido de hidrogénio (H202). A avaliagdo da fitotoxicidade das
tinturas foi realizada por meio dos ensaios de germinacdo com Lactuca sativa e Allium
cepa e crescimento radicular e do hipocétilo com L. sativa. A citogenotoxicidade, por
sua vez, foi avaliada por meio do ensaio de aberracdes cromossomicas e nucleares,
realizados com o bioindicador A. cepa. Adicionalmente aos ensaios processados com
os bioindicadores vegetais, foi também realizada uma ampla revisédo sobre os efeitos
toxicos de azocorantes utilizados na formulagéo de tinturas capilares ndo oxidativas
(do tipo temporarias e semipermanentes), que permitiu a elaboracédo de um artigo de
revisdo sobre o assunto. Os ensaios de fitotoxicidade mostraram que a reacdo da
tintura capilar com H20:2 induziu diferencas nos parametros avaliados, mostrando que
a tintura pode se tornar mais toxica, apés oxidagdo. Tanto a tintura associada com
H202 como a em po induziram diminui¢éo do indice mitético. Ja a tintura ndo oxidada

(sem H202) induziu aberrag6es cromossémicas e nucleares, indicando que os demais



componentes presentes na formulacdo da tintura, como aminas aromaticas, ja
possuem potencial citogenotoxico. Os resultados encontrados nos ensaios com
modelos vegetais expostos a tinturas oxidativas, bem como o que foi encontrado e
reportado na revisdo bibliografica a respeito de tinturas ndo-oxidativas enfatizam que
0S componentes das tinturas capilares, seus produtos de oxidacéo e de metabolizacéao
apresentam efeitos nos organismos testados nos mais diversos niveis de toxicidade.
Tal fato implica o risco que esses compostos apresentam tanto para seres humanos,
gue possuem contato direto com os produtos, quanto para 0 meio ambiente, uma vez
que tanto os componentes das tinturas, quanto substancias derivadas da sua
oxidacdo e metabolizacdo sdo encontrados em efluentes de industrias e saldes de
beleza e podem, por consequéncia, atingir cursos d’agua e contaminar e se

bioacumular em outros organismos Vvivos.

Palavras-chave: Allium cepa, Lactuca sativa, azocorantes, tinturas capilares

permanentes, citotoxicidade, genotoxicidade.



ABSTRACT

Human hair, like any other hair in mammals, has various functions, such as skin
protection and regulation of body temperature, through transpiration and evaporation.
However, this structure is also an important aesthetic element, since it frames people’s
faces and contributes to the building of personal identity. It is known that since ancient
times, people used several natural elements to dye their hair, but it was only at the
beginning of the 20th century that the first synthetic dye was invented. Currently,
synthetic hair dyes are widely used by both men and women all over the world. This
gave rise to the need of knowing the real effects of these products on human health
and also, the effects that they might cause on the environment since these compounds
are present in industrial effluents and urban wastewater treatment plants, and thus,
can contaminate water resources destinated to human consumption. One method of
studying the likely effects of hair dyes, is by bioassays with bioindicators, because they
allow the understanding of the biological mechanisms of action of chemical
compounds. Thus, this work aimed at studying the phytotoxic and cytogenotoxic
potential of a permanent natural dark brown hair dye (colorimetric group n°4) in three
different formulations: powder and cream, being the cream formulation tested with and
without association with hydrogen peroxide (H202). The phytotoxic evaluation of the
dyes was studied by the germination test, with Lactuca sativa and Allium cepa, and the
root and shoot elongation test with Lactuca sativa. The cytogenotoxicity, on the other
hand, was evaluated by the chromosomal and nuclear aberration assay, using the
bioindicator A. cepa. Additionally, to the bioassays done with the vegetable
bioindicators, a wide review was done about the toxic effects of azodyes used in the
formulation of temporary and semipermanent hair dyes, which allowed the elaboration
of a review paper on the subject.The phytotoxicity assays showed that the reaction
between the hair dye and H20:2 induced differences in the analyzed parameters,
demonstrating that the dye can become more toxic after oxidation. The dye associated
with H202, as well as the powder formulation induced a mitodepressive effect. On the
other hand, the non-oxidated dye (without H202) induced chromosomal and nuclear
aberrations, indicating that the other components in the dye formulation, such as
aromatic amines, also have cytogenotoxic potential. The results found in the plant
bioassays with oxidative dyes, as well as what was reported on the review on non-

oxidative dyes emphasize that hair dye components, their oxidation and metabolization



products induce several toxic effects in various organisms. This fact shows the risk that
these compounds present both to humans, who have them applied directly on their
skin, and to the environment since both dye components and substances derived from
their oxidation and metabolization are found in industrial and beauty saloons effluents
and therefore, can reach watercourses, contaminating and bioaccumulating other

living organisms.

Keywords: Allium cepa, Lactuca sativa, azodyes, permanent hair dyes, cytotoxicity,

genotoxicity.
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1 INTRODUCAO GERAL

A mudanca na cor dos fios de cabelo € um desejo antigo dos seres humanos,
pratica esta, associada a cultura, posi¢do social, idade e, principalmente, a busca de
uma boa autoimagem. H4, pelo menos 4.000 anos, os seres humanos fazem uso de
técnicas de coloracao para alterar a cor dos cabelos. Essas técnicas passaram do uso
de corantes naturais derivados de extratos vegetais como o da henna (Lawsonia alba
L.) por egipcios, de pentes de chumbo mergulhados em vinagre por romanos, até
chegarem nas tinturas sintéticas modernas, que permitem a mudanca temporaria,
semipermanente ou permanente na coloracdo capilar, além de possuirem uma maior
variabilidade de cores e grande facilidade de aplicacdo (OLIVEIRA et al., 2014;
TRUEB; LEE, 2014; HANUMANTHAYYA et al., 2018;). De acordo com a Goldstein
Market Intelligence (2020), dados de pesquisa de mercado mostram que, na Europa,
cerca de 70% das mulheres e 10% dos homens fazem uso de tintura capilar, dados
esses similares aos dos Estados Unidos, onde a porcentagem de uso para mulheres
chega a 75%. Ja no Brasil, cerca de 26% da populagéo adulta, sendo 85% mulheres
e 15% homens, utilizam tinturas capilares (Inmetro, 2016). Atualmente as tinturas
capilares sao classificadas de acordo com o tipo de reagéo envolvida na formacéao da
cor, capacidade de se difundir ao fio de cabelo e durabilidade da coloracéo
(MADNANI; KHAN, 2013; UTER; LEPOITTEVIN; LIDEN, 2019).

As tinturas temporérias e semipermanentes sdo também chamadas de tinturas
diretas ou ndo-oxidativas, pois ndo requerem a utilizacdo de agentes oxidantes para
a impregnacao da cor ao fio do cabelo (UTER; LEPOITTEVIN; LIDEN, 2019). Essas
tinturas sdo compostas por moléculas de alta massa molecular, soliveis em agua,
como, por exemplo, os corantes do tipo azo. No caso das tinturas temporarias, elas
se depositam na camada cuticular do fio (camada mais externa), enquanto que nas
semipermanentes se fixam parcialmente no coértex (camada mais interna), sendo
ambas facilmente removidas apos algumas lavagens (CORBETT, 1988; DRAELOS,
2005). Esses produtos sao encontrados na forma de xampu, gel, emulsédo e solucao
(OLIVEIRA et al., 2014; DA FRANCA et al., 2015).

Por outro lado, as chamadas tinturas permanentes (oxidativas) sao os
cosméticos mais utilizados no mundo para colorir cabelos, tanto por homens como por
mulheres (VENKATESAN et al., 2021). Nesse tipo de tintura, a reacdo de formacao
da cor se da pela interacéo entre trés componentes: 0 agente precursor, representado

por compostos da classe de aminas aromaticas; o agente acoplador, também
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caracterizado por compostos aromaticos; e o agente oxidante peroxido de hidrogénio
(H202). A reagéo entre esses componentes, forma um composto de alta massa molar
gue se difunde para o interior do fio do cabelo, de onde n&o consegue sair. Por essa
razao, a tintura € classificada como do tipo permanente (KIM; KABIR; JAHAN, 2016;
HEDBERG et al., 2018).

As tinturas capilares apresentam grande risco, devido a toxicidade dos agentes
qgue as compdem (KIM; KABIR; JAHAN, 2016). Os azocorantes, principais corantes
utilizados na formulacéo de tinturas ndo-oxidativas, s&o compostos reconhecidamente
genotoxicos, mutagénicos e carcinogénicos, que promoverem alteracdes celulares,
como aberracdes cromossdmicas e anormalidades nucleares, até aparecimento de
canceres, como o0s de bexiga e hepatocarcinomas (PUVANESWARI,
MUTHUKRISHNAN; GUNASEKARAN, 2006; VENTURA-CAMARGO; MARIN-
MORALES, 2013).

A toxicidade destes compostos ndo esta ligada somente ao corante
propriamente dito, mas também aos produtos derivadas do seu metabolismo
(biotransformacgéo e biodegradacédo) (BAFANA; DEVI, CHAKRABARTI, 2011). A
metabolizacdo dos corantes ocorre por acdo de enzimas hepdaticas, da microbiota
intestinal e da pele, além de microrganismos presentes no ambiente (CHUNG;
STEVENS; CERNIGLIA, 1992; RAFII; CERNIGLIA, 1995; CHEN, 2006; BAFANA,
DEVI; CHAKRABARTI, 2011), produzindo compostos denominados aminas
aromaticas, que podem ser ainda mais toxicos que 0S compostos originais
(UMBUZEIRO et al., 2005; CHUNG, 2016; VENTURA-CAMARGO; DE ANGELIS;
MARIN-MORALES, 2016). As aminas aromaticas sdo compostos que apresentam um
alto potencial citogenot6xico, mutagénico e carcinogénico, o que as tornam uma
ameaca para a satde humana, bem como ao meio ambiente (BRUSCHWEILER,;
MERLOT, 2017).

Adicionalmente, a parafenilenodiamina (PPD), uma amina aromatica e principal
agente precursor responsavel pela formacao da cor das tinturas permanentes (HE et
al., 2019), vem sendo frequentemente associada ao aparecimento de diversos efeitos
prejudiciais a saude humana, que variam desde alergias, como a dermatite de contato,
até canceres, como os de bexiga, mama e pele. (XU et al., 2021). As tinturas capilares
e seus principais corantes ainda vém sendo alvos de diversos estudos de

citogenotoxicidade e mutagenicidade.



21

A avaliacdo da toxicidade de uma substancia pode ser estimada por meio de
testes que simulam os efeitos biologicos que esta pode conferir & um organismo,
comunidade ou ecossistema. Tais testes, também chamados de bioensaios, permitem
a caracterizacdo dos mecanismos de acao de substancias, bem como seus niveis de
toxicidade (BOSCH-OREA; FARRE; BARCELO, 2017). Além disso, os bioensaios se
consagram como uma importante avaliacdo complementar as caracterizacoes
quimicas de do agente estudo, pois com eles é possivel inferir o risco real que esses
produtos podem oferecer & saide humana e ao meio ambiente (BADERNA et al.,
2011).

Bioensaios realizados com organismos vegetais proporcionam vantagens
como simplicidade, facil execucao, baixo custo e altas sensibilidade e poder preditivo
(FERNANDES et al., 2007, 2009; LEME; MARIN-MORALES, 2009). Adicionalmente,
esses testes ndo ferem preceitos éticos em pesquisa, uma vez que evitam a utilizacao
e sacrificio de animais (ANDRADE-VIEIRA et al., 2014).

Entre os vegetais mais utilizados em bioensaios de toxicidade, destacam-se as
espécies Allium cepa L. e Lactuca sativa L. A espécie A. cepa € frequentemente
utilizada em testes de aberracbes cromossdmicas, devido as suas caracteristicas
citogenéticas, como cromossomos grandes e em baixo namero, que facilitam a
deteccéo de alteragGes no ciclo celular (FISKESJO, 1985; LEME; MARIN-MORALES,
2009). Esse teste ainda apresenta uma boa correlacdo com bioensaios realizados
com outros organismos, inclusive os desenvolvidos com células humanas (FISKESJO,
1985; PALMIERI et al., 2016). A espécie L. sativa é comumente utilizada em testes
gue avaliam a fitotoxicidade de substancias, como a influéncia de compostos na
germinacao e desenvolvimento da planta. A espécie apresenta vantagens para esse
tipo de analise, por apresentar rapida germinacdo, sementes em grande quantidade e
de tamanho reduzido, o que permite uma maior area de contato com a substancia
(CAMPOS et al., 2008; LIU; ZHANG,; LAL, 2016; WANG et al., 2016; GONCALVES et
al., 2020).

Diante das evidéncias dos efeitos toxicos gerados pela acdo de compostos
presentes em tinturas capilares oxidativas, é imprescindivel a realizacdo de estudos,
como os bioensaios que melhor avaliem as consequéncias da utilizacdo desses
produtos para a saude humana, bem como 0s possiveis comprometimentos
promovidos pelos residuos gerados na pratica de tingimento capilar, que sao

descartados no meio ambiente.
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Considerando ainda a importancia dos azocorantes para a indastria de tinturas
capilares e 0s perigos que esses compostos e seus metabolitos oferecem para 0 meio
ambiente e a saude humana, estudos que revisem os componentes utilizados na
formulag&o das tinturas n&do oxidativas, bem como os derivados do seu metabolismo
por meio de uma abordagem dos seus aspectos toxicolégicos sdo também de

fundamental importancia.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Considerando que as tonalidades capilares castanhas estdo entre as mais
utilizadas por consumidores brasileiros e que tinturas capilares apresentam potencial
risco a saude humana, o objetivo do presente estudo foi avaliar o potencial citotéxico
e genotdxico das formas comerciais da tintura capilar de cor castanha, nas suas
formas em p6 e em creme (com e sem perédxido de hidrogénio (H202)), por meio de
bioensaios com o0s bioindicadores vegetais Allium cepa L. e Lactuca sativa L.
Adicionalmente, o presente trabalho objetivou avaliar e revisar os efeitos toxicos dos
principais azocorantes utilizados na formulacédo de tinturas capilares temporarias e

semipermanentes.

2.2 Objetivos especificos

e Investigar o potencial téxico da tintura capilar de cor castanha (grupo
colorimétrico de numero 4), por meio de testes de germinacao e de inibicao de
alongamento radicular e do hipocétilo realizados com o bioindicador Lactuca
sativa;

e Investigar o potencial citogenotoxico de tinturas capilares de cor castanha
(grupo colorimétrico de numero 4), por meio de ensaios de germinacdo e de
aberracfes cromossdmicas com o bioindicador vegetal Allium cepa;

e Revisar os estudos de fitotoxicidade, citotoxicidade, genotoxicidade,
imunotoxicidade, mutagenicidade, carcinogenicidade, entre outros ja
realizados com os principais azocorantes utilizados na formulagcéo de tinturas
capilares nao-oxidativas, dos tipos temporarias e semipermanentes, e de

tinturas permanentes;
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e Colaborar com a linha de pesquisa Toxicologia e Genotoxicidade, investigando
e informando sobre os potenciais efeitos tdxicos das tinturas de cabelo para a
saude humana e para o meio ambiente;

e Trazer informagdes que possam auxiliar nas tomadas de decisdes dos 6rgaos
governamentais, sobre a necessidade de avaliagdo dos possiveis impactos que
as tinturas capilares promovem nos recursos hidricos e, consequentemente, a

saude ambiental.

3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Historico do uso de corantes capilares

Os cabelos humanos apresentam, naturalmente, diversidade de cor e formas
(LOZANO et al., 2017), sendo um dos fenoétipos mais notaveis no ser humano. Sua
pigmentacado varia de preto a ruivo, passando por castanhos escuro, médio e claro,
loiro, com os mais diversos subtipos de cada um. A tonalidade dos cabelos esta, de
maneira geral, relacionada com caracteristicas de pigmentacdo, como as da cor da
pele e dos olhos (ITO; WAKAMATSU, 2011). A variagéo da cor dos cabelos se deve
ao tipo e quantidade de melanina produzida (eumelanina, que confere tons do marrom
ao preto e feomelanina, que confere tons do loiro ao vermelho), o que também
caracteriza as diferentes etnias (METTRIE et al., 2007; LOUSSOUARN et al., 2016).

O fio de cabelo é composto de duas estruturas distintas, a primeira, chamada
de foliculo, localizada logo abaixo da pele. Esta estrutura € responsavel pelo
crescimento e reposicao dos fios pés queda. A segunda, chamada de haste ou eixo,
€ a parte filamentosa que se prolonga acima da pele. A haste é dividida em trés partes:
(1) A cuticula, caracterizada por vérias camadas de células achatadas e finas, que se
sobrepdem dispostas como telhas; (2) O cortex, parte que contém feixes de queratina
dispostos como uma haste; (3) A medula, localizada no centro do fio, area esta,
desorganizada e aberta (VERMA,; SINGH, 2016).

Assim como qualquer outro pelo de mamiferos, os cabelos possuem funcéo
termorreguladora, barreira fisica de protecdo contra luz ultravioleta e aumento da
superficie de evapotranspiragdo (RANDALL; BOTCHKAREVA, 2009). No entanto,
particularmente para o ser humano, os cabelos tém grande apelo estético, estando
envolvidos em sinalizagdo social e sexual e funcionando como um indicativo de

identidade cultural, estilo pessoal, saude e beleza. Nesse sentido, a mudanca nos
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atributos capilares se tornou parte da cultura da sociedade, popularizando-se entre
pessoas em busca desses valores (KIM; KABIR; JAHAN, 2016; KOCH et al., 2020).

Mais especificamente em relagdo a mudanca na cor, alguns registros mostram
que os humanos j4 faziam uso de técnicas de coloracdo h& pelo menos 4.000 anos.
Sumérios, ha cerca de 2000 a.C. usavam pentes de prata ou de ouro para pintarem
seus cabelos esbranquicados. Os egipcios, romanos e gregos usavam tinturas
produzidas a partir de extrato animal e vegetal em seus cabelos. Em 1500 a.C.,
mulheres egipcias usavam extrato de henna (Lawsonia alba L.) para colorir 0s
cabelos. No império romano, 24 a.C., pintar os cabelos se tornou algo muito popular
entre mulheres e homens, sendo comum também a utilizacdo de pentes de chumbo
mergulhados em vinagre para dar cor (TRUEB; LEE, 2014; OLIVEIRA et al., 2014;
HANUMANTHAYYA et al., 2018).

Contudo, a primeira tintura capilar sintética foi produzida somente em 1907,
revolucionando a técnica de coloracdo. Apos a descoberta de August Wilhelm von
Hoffman, em 1863, que o composto parafenilenodiamina (PPD) conferia uma
coloragdo castanho escura aos cabelos, apos oxidacao por peroxido de hidrogénio, o
quimico e fundador da L’Oreal, Eugene Schuller, em 1907, iniciou a producéo
comercial da primeira marca de tintura capilar, denominando-a de “Aureole”
(DRAELOS, 2005).

Atualmente, as tinturas capilares sdo usadas por milhées de pessoas, tanto
homens, quanto mulheres. Com a popularizacdo do seu uso, inimeros produtos e
técnicas foram disponibilizados, surgindo muitas variacdes no processo quimico, de
acordo com o tipo de coloracao utilizada (ARALDI; GUTERRES, 2005).

As tintas capilares podem ser classificadas de acordo com a reagao de
formacao de cor em oxidativas e ndo-oxidativas e, de acordo com a durabilidade da
cor, em temporarias (duram de 8 a 12 lavagens), semipermanentes (duram cerca de
24 lavagens) e permanentes (que se fixam definitivamente a porgéo exposta do fio)
(ARALDI; GUTERRES, 2005; UTER; LEPOITTEVIN; LIDEN, 2019). As tinturas
temporarias sédo do tipo ndo-oxidativas. Essas tinturas possuem componentes de alta
massa molecular sollveis em agua, como 0S azocorantes, que se depositam na
cuticula do cabelo, sem abri-la, ndo chegando assim ao coértex. Por esse motivo,
apresentam pouco tempo de permanéncia na fibra (CORBETT, 1988). Séo indicadas
apenas para adicionar nuances e nao para mudar a cor, sendo facilmente removidas

por lavagem. Podem ser encontradas na forma de xampu, gel, emulséo e solugéo (DA
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FRANCA et al., 2015). As tinturas semipermanentes também sdo do tipo nao-
oxidativas e apresentam azocorantes na sua formulacdo. No entanto, possuem
componentes com baixa massa molecular, que se difundem parcialmente no cortex
do fio, permitindo que a cor persista por algumas lavagens (DA FRANCA et al., 2015;
MADNANI; KHAN, 2013). Esses compostos proporcionam uma mudanca rapida na
coloracdo dos cabelos e sdo encontrados em diversos produtos, como xampus,
sprays e lo¢cbes (OLIVEIRA et al., 2014).

As tinturas permanentes sé@o as mais utilizadas, devido a sua maior variabilidade
de tons, facilidade de aplicacdo e durabilidade da cor (OLIVEIRA et al., 2014). Neste
caso, a coloracdo se da pela reacdo entre dois componentes em meio oxidativo e
alcalino, onde a cor é formada no préprio fio. A reacao é constituida pela interacdo de
trés componentes: (1) agente precursor. compostos aromaticos, como a p-
fenilenodiamina (PPD) e p-aminofenol e seus derivados, chamados de intermediarios
primarios; (2) agente acoplador: compostos aroméaticos como o m-fenilenodiaminas,
resorcinol, naftol e (3) o oxidante em meio alcalino, representado pelo perdxido de
hidrogénio (H202). A formacéo da cor se da quando o agente precursor e o agente
acoplador, misturados em meio alcalino, se juntam ao oxidante e sao aplicados aos
cabelos. Essa mistura se difunde para dentro dos fios, onde, apdés uma série de
reacoes, forma um composto com alta massa molar. Essa reacdo forma moléculas
maiores que nao conseguem sair do cértex, motivo pelo qual a durabilidade da cor é
maior. As tinturas permanentes, diferentemente das tinturas temporarias e
semipermanentes, ndo sao facilmente removidas por xampus (KIM; KABIR; JAHAN,
2016; HEDBERG et al., 2018). A reacdo que ocorre pela oxidacdo da PPD, na
auséncia do agente acoplador, acarreta na formacéo de um composto denominado
base de Bandrowski, que € conhecidamente genotéxico (UTER; LEPOITTEVIN;
LIDEN, 2019) (FIGURA 1).
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Figura 1 — Vias quimicas da formacdo da cor, por meio da oxidacdo da p-
fenilenodiamina
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(PPD) Quinonadiimina  Acoplador
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A: na presenca do acoplador, ocorre a formacdo da cor desejada. B: reacdo de formacado da base de
Bandrowski, que ocorre na auséncia de um agente acoplador. Esse composto € genotoxico. Fonte:
adaptado de Nohynek et. al (2004).

3.2 Toxicidade de tinturas capilares

Embora as tinturas capilares sejam usadas indiscriminadamente em todo
mundo, estudos mostram que esses compostos sdo potencialmente toxicos para
usuarios e profissionais de salbes de beleza. Tinturas do tipo nao-oxidativas
(temporérias e semipermanentes) apresentam, na sua composicdo, corantes do tipo
azo (ou azocorantes), substancias estas que possuem potencial citogenotédxico,
mutagénico e carcinogénico, seja pela acdo do proprio corante (PUVANESWARI,
MUTHUKRISHNAN; GUNASEKARAN, 2006), ou pela acdo de aminas aromaticas
derivadas da sua metabolizacdo por biotransformacdo (por enzimas presentes no
figado, na microbiota intestinal e na pele humanas), ou biodegradacéo (por bactérias
presentes no ambiente) (CHUNG; STEVENS; CERNIGLIA, 1992; RAFII; CERNIGLIA,
1995; CHEN, 2006; BAFANA; DEVI; CHAKRABARTI, 2011). Tais aminas também
induzem efeitos toxicos semelhantes ao dos azocorantes, podendo muitas vezes,
serem até mais toxicas que 0os compostos dos quais se originam (UMBUZEIRO et al.,
2005; CHUNG, 2016; VENTURA-CAMARGO; DE ANGELIS; MARIN-MORALES,
2016; BRUSCHWEILER; MERLOT, 2017).

Ja para tinturas permanentes, a toxicidade, de acordo com Nohynek et al.
(2004), esta relacionada, principalmente, a presenca de pigmentos da classe das
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aminas, como o0s carcindgenos humanos benzidina, 4-aminobifenil, 2-naftilamina e
parafenilenodiamina, substancias estas ja relacionadas a canceres de bexiga (YU et
al., 2002; KIM; KABIR; JAHAN, 2016). As aminas, por serem biologicamente ativas,
sao facilmente absorvidas pela pele, podendo chegar nos demais tecidos e causar
sérias alteracfes celulares (BOLT; GOLKA, 2007). Devido a ja conhecida toxicidade
das aminas, principal classe quimica presente nos componentes das tinturas
permanentes e produto derivado da metabolizagdo de corantes utilizados na
formulacéo de tinturas temporérias e semipermanentes, esse tipo de cosmético tem
sido intensamente estudado e regulado. O principal objetivo dessas abordagens esta
na conciliagdo da exposi¢cdo humana as substancias e o ideal de risco zero (ARALDI,;
GUTERRES, 2005).

Estudos epidemiolégicos relatam efeitos adversos a salde associados ao uso
de tinturas capilares, que variam desde dores de cabeca, irritacdes e alergias, até a
reacdes mais graves, como doencas respiratorias ocupacionais e neurolégicas
(PATEL; NARAYANA; KRISHNASWAMY, 2013; KIM; KABIR; JAHAN, 2016;
ANDARINI; CAMELIA; LISTIANTI, 2019; CLOFENT et al., 2020; AHMED; GOHER;
ALZUBAIDI). Alguns trabalhos relatam que o contato com a parafenilenodiamina € a
causa mbais comum de dermatite de contato causada por tinturas capilares, e que
seu efeito pode ser ainda agravado pela mistura com o0s agentes acopladores e 0
perdxido de hidrogénio (MUKKANNA; STONE; INGRAM, 2017; PARK et al., 2018;
ZANONI et al., 2018).

Adicionalmente as alergias e irritacbes, 0 uso de tinturas capilares ou a
exposicao a seus componentes também vem sendo associado ao risco a diversos
tipos de canceres. A IARC (Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer) classificou
a exposicdo ocupacional a tinturas capilares como possivel fator de inducdo de
carcinogénese humana, mas os efeitos do uso pessoal desses produtos ndo foi
classificado (ZHANG et al., 2020). No entanto, estudos correlacionam o uso de tinturas
capilares como aumento do risco de canceres, como de mama (GERA et al., 2018;
EBERLE et al., 2020), bexiga (GAGO-DOMINGUEZ et al., 2001, 2003; LETASIOVA
et al., 2012), linfoma n&o Hodgkin (GUO et al., 2014) e de pele in situ, especialmente
no couro cabeludo e pescoco (CZENE; TIIKKAJA; HEMMINKI, 2003). Também ja foi
relatada a toxicidade das tinturas capilares para outros organismos. Alguns estudos

demonstram que 0s azocorantes presentes em tinturas capilares apresentam efeitos
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citogenotoxicos e mutagénicos para células humanas em cultura (ZANONI et al.,
2014; TAFURT-CARDONA et al., 2015).

Foi demonstrado em queratinécitos humanos, que a parafenilenodiamina,
sozinha e em associacdo com peroxido de hidrogénio, induz danos ao DNA, por
inducao de estresse oxidativo, caracterizado pelo aumento da formacao de espécies
reativas (ZANONI et al., 2015). Além disso, Qin et al. (2019) sugerem que a
parafenilenodiamina possui efeitos genotoxicos, demonstrados em trés testes
cldssicos de genotoxicidade (ensaio de mutacdo reversa em bactérias, teste de
aberracdes cromossdémicas em células de mamiferos e teste de microndcleo em
eritrocitos de mamiferos). Adicionalmente, um composto denominado base de
Bandrowski, formado pela auto oxidagdo da PPD em meio alcalino na auséncia de um
agente acoplador (FIGURA 1), demonstrou atividade genotéxica e mutagénica
(BRACHER et al., 1990). Maiti et al. (2016) também corroboraram o potencial
citogenotoxico das tinturas permanentes em células humanas e evidenciaram, ainda,
potencial mutagénico para outros sistemas biolégicos, como micro-organismos e
plantas superiores (Escherichia coli e Allium cepa).

Os efeitos registrados para os compostos presentes nas tinturas capilares e
seus subprodutos de degradacado tém gerado uma grande preocupacao, devido aos
diversos modos de exposicdo da espécie humana a esses produtos, o que leva a
necessidade de uma ampla e melhor avaliacdo, ndo sé das consequéncias a saude
humana, mas também dos possiveis impactos que possam causar no meio ambiente.
Essa preocupacdo ambiental e com a salde humana esta relacionada com o0s
descartes de efluentes industriais e domésticos contaminados com esses compostos,
que acabam comprometendo a qualidade dos recursos hidricos, muitos deles,
inclusive, utilizados para consumo humano (OLIVEIRA et al., 2014).

3.3 Bioensaios e sua importancia na determinacéo do potencial citogenotdxico
de substancias

O uso intensificado de cosméticos, como as tinturas capilares, gera
preocupacgdOes pelos potenciais riscos a que os consumidores e profissionais da
cosmetologia estdo expostos, devido ao contato direto que eles tém com o produto
(KIM; KABIR; JAHAN, 2016). Além disso, existe a ameaca ambiental provocada por
tinturas, devido ao descarte indiscriminado dessas substancias reconhecidamente

bioativas, persistentes no meio ambiente e com potencial bioacumulativo,
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caracteristicas estas que as tornam uma ameaca para 0s organismos vivos (BILAL;
MEHMOOD; IQBAL, 2020).

Diante da problematica sanitaria e ambiental relacionada as tinturas capilares, é
imprescindivel a realizagcdo de estudos que auxiliem na compreensédo de como estes
compostos podem interagir com os seres vivos (BADERNA et al., 2011). Para essa
avaliacdo, sdo usados bioindicadores capazes de determinar, com eficiéncia, os
efeitos provocados por poluentes ambientais (BLAISE; GAGNE, 2009).

Ensaios sobre a composicdo quimica sdo muito eficientes e extremamente
importantes em avaliacbes ecotoxicologicas pois, por meio deles é possivel
caracterizar a natureza dos poluentes (organicos e inorganicos) e predizer seus
possiveis impactos aos ecossistemas e 0s consequentes efeitos a biota (EGGEN;
SUTER, 2007). Entretanto, para uma analise mais direta dos efeitos de compostos,
devem ser realizados ensaios biolégicos, ou bioensaios, pois estes permitem uma
melhor caracterizacdo dos mecanismos de acdo e dos seus niveis de toxicidade do
agente investigado. Os bioensaios séo definidos como experimentos conduzidos com
0 objetivo de estimar os efeitos bioldgicos conferidos por uma substancia ou composto
quimico a um organismo ou ecossistema (BOSCH-OREA; FARRE; BARCELO, 2017).
Baderna et al., (2011) também destacam que o0s bioensaios complementam as
informac@es fornecidas pelas analises quimicas, tornando possivel entender o real
risco que um dado composto oferece ao ambiente e & saide humana. No entanto,
para se ter uma ampla avaliagcdo dos reais efeitos de um poluente, é essencial a
realizacdo de uma bateria de testes que sejam capazes de fornecer a maior
guantidade de informacdes possiveis sobre a toxicidade do agente avaliado
(ALTENBURGER et al., 2015; PEDRAZZANI et al., 2018).

3.3.1 Bioensaios vegetais

Os efeitos fitotdxicos e citogenotdxicos de uma substancia podem ser avaliados
por meio de bioensaios realizados com bioindicadores vegetais, testes estes que se
destacam por serem de simples execuc¢do, de baixo custo e altamente sensiveis e
preditivos. Além disso, bioensaios vegetais evitam a utilizagcdo e consequente
sacrificio de animais, sendo, portanto, dispensados da aprovacdo em comités de ética.
Esses testes ja se mostraram tao eficientes quanto ensaios realizados com modelos
animais para a determinaco da citogenotoxicidade de compostos. (FISKESJO, 1985;
GRANT, 1999; LEME; MARIN-MORALES, 2009; ANDRADE-VIEIRA et al., 2014;
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REIS et al., 2017). Adicionalmente, a alta sensibilidade dos bioensaios com vegetais
raramente produz resultados falsos, o que torna esses organismos excelentes
modelos para monitoramento de genotoxicidade (GRANT, 1994).

Dentre as espécies vegetais mais utilizadas estdo Allium cepa e Lactuca sativa.
A primeira, uma representante da familia Amaryllidaceae, € mais comumente usada
no teste de aberracdes cromossOmicas, por apresentar cromossomos grandes e
pouco numerosos, o que facilita a deteccdo de alteragGes no ciclo celular (FISKESJO,
1985; LEME; MARIN-MORALES, 2009). Outra vantagem da utilizacdo deste modelo,
relatada por Leme e Marin-Morales (2009), é que os testes podem ser empregados
para o estudo do potencial citogenotoxico de uma variedade de compostos, como
metais, pesticidas, residuos da industria téxtil, entre outros. Os testes com Allium
cepa apresentam boa correlacdo com ensaios realizados em outros sistemas,
inclusive células humanas (FISKESJO, 1985; PALMIERI et al., 2016), o que possibilita
inferir sobre o real risco dos poluentes sobre a saude.

J& a espécie L. sativa, pertencente a familia Asteraceae, € um modelo
frequentemente utilizado em analises macroscépicas, como por exemplo os testes de
fitotoxicidade (germinacdo e desenvolvimento), devido a sua rapida germinacao,
sendo, por isso, muito usada para investigar a toxicidade de substancias (LIU;
ZHANG; LAL, 2016), bem como o estudo de interacfes alelopaticas (WANG et al.,
2016). Outra vantagem da utilizacdo do alface, é que a espécie produz sementes em
grande quantidade e de pequeno tamanho, permitindo uma maior area de contato com
as substancias a serem estudadas (CAMPOS et al., 2008). Orgéos como a Agéncia
de Protecdo Ambiental Norte Americana (UNITED STATES ENVIRONMENTAL
PROTECTION AGENCY - USEPA, 1996) e a ISO (INTERNATIONAL
ORGANIZATION OF STANDARDIZATION, 1995) também consideram a Lactuca

sativa um modelo adequado para testes de toxidade de substancias.

3.4 Bioensaios utilizados no estudo da citogenotoxicidade e fitotoxicidade de
compostos

Diferentes bioensaios permitem uma analise de variados endpoints de
toxicidade que, quando combinados, fornecem informagdes mais completas sobre o

mecanismo de ag¢édo de uma substancia (QUADRO 1).
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Quadro 1 — Relacdo entre os diferentes bioensaios vegetais utilizados para
determinar a toxicidade de substancias e o0s endpoints

correspondentes
Bioensaio Organismo-teste | Endpoint de toxicidade
L . Lactuca sativa _ o
Germinacéao e Crescimento . Fitotoxicidade
Allium cepa
Aberragcbes cromossdmicas e _ ) o
Allium cepa Citotoxicidade
nucleares
Aberracdes cromossomicas e . o
Allium cepa Genotoxicidade
nucleares
Aberracdes cromossdmicas e _ .
Allium cepa Mutagenicidade
nucleares

Fonte: elaborado pela autora (2021).

3.4.1 Testes de germinagao e desenvolvimento

Os testes de germinacdo e desenvolvimento da planta, realizados em nivel
macroscopico, que avaliam os efeitos de substancias toxicas sobre modelos vegetais,
sdo denominados de testes de fitotoxicidade. Estes ensaios sdo caracterizados pela
exposicdo do organismo a um composto de interesse de estudo, onde sao
monitorados tanto a presenca ou auséncia de germinagdo, como 0 crescimento da
raiz e do hipocétilo (YANIK; VARDAR, 2015; CAMPAGNA-FERNANDES; MARIN;
PENHA, 2016; GONCALVES et al. 2020). Sado considerados uns dos testes mais
simples para a realizacdo de monitoramento ambiental, além se serem rapidos,
simples, baratos, confidveis e ndo exigirem o uso de equipamentos caros (CHARLES
etal., 2011; LYU et al., 2018).

O crescimento radicular € um parametro recomendado para ser usado em
testes de toxicidade de compostos, uma vez que a raiz é um 6rgao vegetal altamente
sensivel a substancias, sendo a primeira estrutura do organismo a ser exposta a um
agente toxico presente no ambiente (FISKESJO, 1988). A absorcao pela raiz, seguida
pelo transporte da substancia por toda a planta, pode desencadear uma variedade de
efeitos que vao desde alteracdes macroscopicos, representadas pela alteracdo no
comprimento da raiz, até efeitos a nivel molecular (SHARMA; DUBEY, 2005).

A realizacdo de testes de germinacdo e crescimento radicular, quando
combinada com testes citogenéticos, permite uma abordagem mais ampla do efeito

de substancias téxicas em organismos vivos, uma vez que é possivel avaliar varios
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parametros e correlaciona-los entre si (SILVEIRA et al., 2017; VIEIRA; SILVEIRA,
2018).

3.4.2 Teste de aberracdes cromossémicas e nucleares

A citogenética, area que tem como foco o estudo dos cromossomos (estrutura,
tamanho, niamero, funcdo e comportamento), € uma importante ferramenta para
avaliacdo do potencial citogenotoxico de diversos compostos. Esse tipo de avaliacao
é feita pela analise do ciclo celular (SUMNER, 2003). O estudo do ciclo celular
realizados em organismos expostos a substancias téxicas permite avaliar se o
composto foi capaz de induzir alteracbes na organizacdo e comportamento dos
cromossomos nas diferentes fases da divisdo celular (GRANT, 1994). A analise
permite detectar alteracdes na taxa de divisdo celular (indice mitético - IM), na
estrutura e numero dos cromossomos, nucleares e nucleolares, conferindo, assim,
importantes endpoints de cito, geno e mutagenicidade. (ANDRADE-VIEIRA et al.,
2011; ANDRADE-VIEIRA; PALMIERI; DAVIDE, 2017 ; MAZZEO; MARIN-MORALES,
2015).

Alteracbes cromossbmicas (AC), como c-metafases, poliploidias, anafases
multipolares, cromossomos perdidos ou em atraso, dentre outras, ocorrem em
decorréncia do mal funcionamento do fuso mitético (FERNANDES; MAZZEO; MARIN-
MORALES, 2007; 2009; LEME; MARIN-MORALES, 2009; ANDRADE-VIEIRA; DE
CAMPOS; DAVIDE, 2012; FREITAS et al., 2016). Essas anomalias acontecem devido
a acao de uma substancia sobre estruturas citoplasmaticas responsaveis pela
segregacdo dos cromossomos (fusos mitéticos) para os polos opostos das células,
durante o processo de divisdo celular. Essa acdo de xenobiontes sobre estruturas
citoplasmaticas € denominada de acdo aneugénica. Essas substancias geralmente
provocam falhas na polimerizacdo dos fusos, levando a alteragbes cromossomicas
numericas (aneuploidias e poliploidias), portanto sdo substancias que apresentam
efeitos citotoxicos, que levam a alteragbes no conteudo genético das células
(FENECH, 2000; FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2007; 2009; VIEIRA;
SILVEIRA, 2018).

A quebra na molécula de DNA, pode levar a alteracbes cromossémicas
estruturais, como pontes e fragmentacdo dos cromossomicos. Os compostos que

agem diretamente na estrutura do DNA, promovendo quebras nesta molécula, sédo
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chamados de compostos clastogénicos (FERNANDES; MAZZEO; MARIN-
MORALES, 2007; 2009; VIEIRA; SILVEIRA, 2018).

As andlises do ciclo celular também permitem a observacdo de aberragcfes
nucleares (AN), como, por exemplo, as altera¢cdes morfoldgicas do nucleo interfasico.
Essas alteracBes podem surgir como consequéncia de aberracdes cromossdémicas
(LEME; ANGELIS; MARIN-MORALES, 2008; LEME; MARIN-MORALES, 2009;
FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2007; 2009).

O micronucleo pode ser citado como exemplo de anomalia nuclear derivada de
uma aberracdo cromossOmica. Essa estrutura € formada por fragmentos de
Cromossomos Ou por cromossomos inteiros que ndo se aderiram ao fuso, portanto
ficam perdidos durante os eventos de divisdo celular. O material genético néo
incorporado ao nucleo (cromossomos perdidos ou fragmentos cromossémicos), por
ser composto por DNA, é reconhecido como um nucleo, sendo, portanto, envolvido
por membranas, formando assim um microndcleo. Os microndcleos sao
frequentemente observados em células meristeméticas e em células da geracéo F1
(FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2007; 2009; PALMIERI et al., 2016;
VIEIRA; SILVEIRA, 2018). Essas estruturas podem aparecer nas células tanto pela
acao de substancias aneugénicas como clastogénicas, uma vez que oS compostos
aneugénicos podem induzir perdas de cromossomos inteiros e os clastogénicos
guebras cromossbmicas, ambos o0s eventos precursores da formacdo dos
microndcleos (FENECH, 2000; FENECH; CROTT, 2002; FERNANDES; MAZZEO,;
MARIN-MORALES, 2007; 2009). Os micronucleos, sdo bastantes estudados, pois
consistem em um importante marcador de mutagenicidade, uma vez que surgem nas
células-filhas, devido ao ndo reparo ou reparo incorreto de danos promovidos nas
células-maes (HAYASHI, 2016).

Outros exemplos de anomalias nucleares sé&o 0s brotos nucleares, estruturas
estas decorrentes da eliminacdo de excesso de material genético presente em células
poliploides, nucleos lobulados e células multinucleadas, ambos resultantes de
anafases multipolares (FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2007).

Alteracdes que persistem e ndo conseguem ser reparadas pela célula, ativam
processos de morte celular. Esse processo é caracterizado pela presenca de nacleos
altamente condensados durante a intérfase. Essas estruturas apresentam-se muito

heterocromatinizadas, bem arredondadas, menores e mais escuras que um nucleo
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interfasico de uma célula normal (FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2007,
ANDRADE-VIEIRA et al., 2011; ANDRADE-VIEIRA; CAMPOS; DAVIDE, 2012).

A aderéncia cromossdmica também é uma alteragdo que pode ser observada
nas analises do ciclo celular. Esta alteracdo é caracterizada por mudangas na
estrutura fisico-quimica do DNA e/ou de proteinas e € formada por complexos com
grupos fosfato do DNA, interagdes inter e intracromatidicas e condensacédo do DNA,
fazendo com que a molécula perca suas caracteristicas normais de condensacgéo e
forme aglomerados heterocromaticos (BABICH; SEGALL; FOX, 1997; EL-GHAMERY;
EL-KHOLY; ABOU EL-YOUSSER, 2003; ANDRADE; CAMPOS; DAVIDE, 2008;
ANDRADE-VIEIRA; DE CAMPOS; DAVIDE, 2012) . A aderéncia dos cromossomos
prejudica a segregacdo das cromatides e, por consequéncia, a continuidade da
divisdo celular. As aderéncias cromossémicas sdo indicativas de que a célula foi
exposta a um xenobionte de acdo muito toxica (FERNANDES; MAZZEO; MARIN-
MORALES, 2007; ANDRADE-VIEIRA et al.,, 2011; ANDRADE-VIEIRA; CAMPOS;
DAVIDE, 2012).

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Tinturas e Solucdes
As tinturas capilares utilizadas no presente estudo foram adquiridas no
comércio local da cidade de Rio Claro-SP, Brasil. A coloracao escolhida foi a castanha
média (grupo colorimétrico n°4) do tipo permanente, uma das tonalidades mais
comercializadas no pais. Para a avaliacdo da toxidade dos compostos, foram
utilizadas trés diferentes formulagfes da tintura: tintura em pé e tintura em creme,
sendo a em creme testada com e sem associa¢ao ao peroxido de hidrogénio (H20x2).
Para a avaliagao da toxicidade, as tinturas foram, primeiramente, preparadas
conforme indicacdo do fabricante. As solucdes obtidas foram usadas no preparo de
uma solugcdo méae (100 mg da solugdo/mL de &gua), que foi utilizada para preparar as
concentracdes a serem testadas (C1: 0,2; C2: 0,4; C3: 0,6; C4: 0,8 e C5: 1,0 mg/mL)
(MAITI et al., 2016).
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4.1.2 Material bioldgico

Os bioensaios de toxicidade (fitotoxicidade, citogenotoxicidade e
potencial mutagénico) foram desenvolvidos utilizando os modelos vegetais Lactuca
sativa L. (alface, variedade crespa) e Allium cepa L. (cebola, variedade baia

periforme).

4.2 Metodologia

4.2.1 Teste de germinag&o com Lactuca sativa e Allium cepa e teste de inibig&o

do crescimento com L. sativa

Para a realizagdo dos ensaios com os bioindicadores vegetais, 20 sementes de
L. sativa e 100 sementes de A. cepa foram expostas a germinacao em placas de Petri
embebidas, separadamente, com 5 mL para A. cepa e 4mL para L. sativa das
diferentes concentragcdes de tintura capilar castanha e das substancias controle. O
controle negativo (CN) foi realizado com 4gua de osmose reversa e o controle positivo
(CP) com sulfato de zinco heptahidratado (0,005M- ZnS0O47H20), agente inibidor de
crescimento radicular (LOPES, 2014), para L. sativa, Metil Metano Sulfonato (MMS),
um agente alquilante de DNA, amplamente utilizado como controle positivo em testes
de citogenotoxicidade, pois é capaz de provocar uma série de alteracdes nucleares
de natureza clastogénica (MAURO et al., 2014; TAN et al., 2014) e Trifluralina (TRIF),
um herbicida com acdo aneugénica, capaz de induzir altas taxas de alteracdes
cromossOmicas e nucleares, podendo ser utilizado como controle positivo como
sugerido por Fernandes, Mazzeo e Marin-Morales, (2009) para A. cepa.

As sementes foram incubadas em estufa BOD (temperatura de 22 +/- 2 °C), por
120h, sem fotoperiodo, para L. sativa, e por cinco dias, com fotoperiodo, para A. cepa.
A toxicidade da tintura capilar foi estimada pela taxa de germinacéo das sementes das
espécies vegetais. O teste de inibicdo do alongamento foi realizado apenas com o
bioindicador L. sativa. As placas com as sementes germinadas foram congeladas,
para a posterior mensuracdo, com paquimetro, dos comprimentos dos hipocotilos e
das radiculas (YANIK; VARDAR, 2015; CAMPAGNA-FERNANDES; MARIN; PENHA,
2016). Todos os tratamentos foram realizados em triplicata.
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4.2.2 Teste de aberracbes cromossdmicas e nucleares

Apo6s a germinacdo das sementes de A. cepa, nas diferentes concentracdes da
tintura capilar, as radiculas foram coletadas e fixadas em Carnoy (3 partes de etanol
PA: 1 de &cido acético PA — v/v), por 6 horas a temperatura ambiente. Apds esse
periodo, as radiculas foram transferidas para uma nova solucdo de Carnoy recém
preparada e armazenadas, a 4 °C, até a sua utilizacdo no preparo das laminas.

Para a confecgdo das laminas, as radiculas foram lavadas em &agua
destilada (trés banhos de 5 minutos cada) e submetidas, em banho-maria a 60 °C, a
hidrolise acida (em HCI 1M), por um periodo de 8-11 min. A seguir, o material foi
submetido a coloragcéo em reativo de Schiff, por 1h e 30 min. Apds esse periodo, as
radiculas passaram por banhos sucessivos em agua destilada, até a total retirada do
excesso de corante. Em seguida, as regibes meristematicas das raizes foram
seccionadas em laminas contendo uma gota de carmim acético (2%), submetidas a
técnica de esmagamento suave, recobertas com laminulas e flambadas em chama de
lamparina. Na sequéncia, as laminulas foram extraidas em nitrogénio liquido e as
laminas montadas com resina sintética, para serem, posteriormente, analisadas em
microscopia de luz.

Foram confeccionadas 12 laminas por tratamento. A andlise das regides
meristematicas foi feita pela contagem de 500 células por lamina (6000 por
tratamento), onde foram computadas as diferentes fases da mitose, bem como
anomalias em cada uma delas. Ao final, foi obtido o indice mitético (IM = nimero de
células em divisdo/total de células observadas). Por este parametro, foi possivel
caracterizar a citotoxicidade do composto em estudo. Também foi possivel determinar
a frequéncia de aberracdes cromossémicas (AC) e aberracdes nucleares (AN), pela
férmula: AC ou AN = nimero de células com alteracdes (AC ou AN) /total de células
avaliadas. As aberracbes cromossdmicas foram consideradas indicadoras da
genotoxicidade dos compostos, enquanto que quebras cromossémicas e presenca de

micronucleos indicaram o potencial mutagénico da tintura capilar.

4.2.3 Analises estatisticas

A anélise dos dados foi feita utilizando os softwares GraphPad Prism 8 (versao
8.4.3) e R (R Development Corel Team, 2020). Os dados foram submetidos ao teste
de Mann-Whitney e ANOVA com post-hoc pelo teste de Tukey, para a comparacgéo

entre grupos.
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4.2.4 Revisdao bibliografica

Além do trabalho experimental com as formulagbes comerciais de tinturas
capilares permanentes, foi também realizado um artigo de revisdo, abordando
aspectos toxicologicos de azocorantes utilizados em formulacdes de tinturas capilares
do tipo temporéarias e semipermanentes. Para isso, foi feito um amplo levantamento
bibliografico por meio das principais bases de dados de artigos cientificos, como
Google Scholar, PubMed e ScienceDirect. Foi definido como critério de incluséo,
artigos de qualquer periodo que abordassem a toxicidade sob os aspectos citotoxicos,
genotdxico, imunotoxicos, mutagénicos e carcinogénicos de azocorantes utilizados
em tinturas capilares, bem como dos produtos derivados da metabolizacdo dos

mesmos, conhecidos como aminas aromaticas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados da presente pesquisa estdo apresentados na forma dos seguintes

artigos:

Artigo 1: Avaliacao do potencial fitotoxico e citogenotdxico de tinturas capilares

de coloracao castanha

Artigo 2: Azocorantes em tinturas capilares: toxicidade dos compostos e de

seus metabdlitos
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Artigo 1: Avaliacao do potencial fitotoxico e citogenotdxico de tinturas capilares

de coloracao castanha

RESUMO

Os cabelos apresentam, naturalmente, grande variedade de cores. Além das funcoes
biolégicas, possuem apelo estético, o que leva milhares de pessoas a optarem pelo
seu uso, para mudarem a cor seus fios. Os seres humanos, ha pelo menos 4000 anos
fazem uso de tinturas capilares. Existem, atualmente, diversos tipos de tintas e uma
vasta gama de tonalidades que permitem mudancas variadas na cor dos fios.
Entretanto, alguns componentes das tinturas capilares vém gerado grande
preocupacado devido a sua toxicidade. Assim, o presente estudo, teve por objetivo
avaliar o potencial fitotdxico e citogenotoxico de tinturas capilares oxidativas de cor
castanha médio nos modelos vegetais Lactuca sativa e Allium cepa. Foram utilizadas
trés diferentes formulacdes: tinturas em pé e em creme, sendo a em creme testada
com e sem associagdo com peroxido de hidrogénio. Para os testes, as tinturas foram,
primeiramente, preparadas conforme indicacdo do fabricante e depois diluidas
concentracdes de 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0 mg/mL. O teste de fitotoxicidade em L. sativa
mostrou que a tintura associada ao H202 induziu a uma diminui¢do no crescimento da
plantula. J& em A. cepa, houve uma diminui¢édo do indice mitdtico nas tintas em pé e
sem associacao com H20:2. A tintura ndo oxidada por H20:2 induziu a formacao de
aberracdes cromossémicas em trés das cinco concentracdes testadas. Os resultados
mostraram que as tinturas capilares oxidativas foram fitotéxicas e citogenotoxicas em
diferentes condi¢bes. A oxidacdo por H202 pode aumentar a toxicidade da tintura e a
oxidagcado inerente do composto (sem reacdo com H202) pode levar a alteracdes
cromossOmicas e nucleares, principalmente do tipo brotos nucleares, C-metafases e
micronucleos, que séo indicativas tanto de efeitos aneugénicos como clastogénico do
produto estudado. Os resultados sugerem que tinturas capilares em diferentes formas
apresentam potencial fitotoxico e genotdéxico nas condicbes testadas, gerando
preocupacao em relacdo ao uso desses produtos, que muitas vezes sao aplicados
diretamente sobre a pele e em concentragcdes mais altas que as usadas no presente
estudo. Além disso, compostos de tinturas capilares podem ser encontrados em
efluentes de salbes de beleza, e consequentemente, podem ser descartados na rede

de esgoto, atingindo o meio ambiente, interagindo e acumulando na biota exposta.
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cromossOmicas, Allium cepa, Lactuca sativa.
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ABSTRACT

Human hair has, naturally, a wide variety of colors. However, in addition to its biological
functions, hair has an aesthetic appeal, which leads thousands of people to make use
of hair dyes, changing the color of their hair. Human beings have been using hair dyes
for at least 4000 years. Currently, there are several types of hair dyes and a wide range
of shades that allow people to change the color of their hair. However, some hair dye
components have been causing great concern due to their toxicity. Thus, the present
work aimed to evaluate the phytotoxic and cytogenotoxic potential of medium brown
oxidative hair dyes in plant models Lactuca sativa and Allium cepa. Three different
formulations of the dye were used: powder and cream dye, being the cream one, tested
with and without association with hydrogen peroxide. For the assays, the hair dyes
were first prepared according to the manufacturer's protocol and then diluted in the
following concentrations: 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0 mg/mL. The phytotoxicity test in
Lactuca sativa showed that the dye associated with H202 decreased the seedling
growth. In Allium cepa however, there was a mitodepressive effect induced by the
powder formulation and the dye without association with H202. The dye without H20:2
induced the formation of chromosomal aberrations in three, of the five concentrations
tested. The results showed that oxidative hair dyes were phytotoxic and cytogenotoxic
in different conditions. Oxidation by H202 can increase the toxicity of the dye, and the
natural oxidation of the dye (without association H202) can lead to chromosomal and
nuclear alterations, like nuclear buds, C-metaphases, and micronuclei, indicating the
clastogenic as well as aneugenic effects of the studied products. These results suggest
that different forms of hair dyes induce phytotoxic and cytogenotoxic effects under the
tested conditions, raising concerns about the use of these products, which are often
applied directly to the skin and at higher concentrations than those used in the present
study. Additionally, hair dye compounds can be found in effluents from beauty salons,
and consequently, can be discarded in the sewage system, reaching the environment,

interacting and accumulating in the exposed biota.

Keywords: p-phenylenediamine, hydrogen peroxide, chromosomal aberrations,
Allium cepa, Lactuca sativa.
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1 INTRODUCAO

O ser humano faz uso de tinturas capilares ha pelo menos 4000 anos, portanto
desde os primordios da civilizacdo (OLIVEIRA et al., 2014), seja para cobrir os fios
brancos, mudar para uma cor mais desejada ou restaurar a cor original apdés
descoloracdo (REHMAN et al., 2019). Embora a utilizacdo de formas naturais de
tingimento de cabelos seja realizada ha séculos (HANUMANTHAYYA et al., 2018), a
comercializacé@o das tinturas capilares sintéticas s6 aconteceu em 1907, por Eugéne
Schuller, sendo esse tipo de produto um dos cosméticos mais populares e utilizados
nos dias atuais (DRAELQOS, 2005). Atualmente, sabe-se que na Europa e nos Estados
Unidos, 70 a 75% das mulheres e 10% dos homens fazem uso de tinturas capilares
(Goldstein Market Intelligence, 2020).

Dentre as tinturas sintéticas mais utilizadas, podemos destacar as do tipo
permanentes, ou oxidativas, que possuem uma grande variedade de cores e tons,
além de possuirem um maior durabilidade no fio de cabelo (OLIVEIRA et al., 2014).
Esse tipo de tintura é o mais usado, correspondendo a cerca de 70 — 80% das tinturas
aplicadas mundialmente nos cabelos (MOREL; CHRISTIE, 2011; BESSEGATO et al.,
2018; DE SOUZA; ZANONI; OLIVEIRA-BRETT, 2020) e, quando comparadas as
tintas ndo oxidativas (tempordrias ou semipermanentes), contribuem com 80% do
comeércio das tinturas capilares (MISHRA et al., 2020).

O mecanismo de coloracdo das tinturas permanentes esta diretamente
relacionado as suas vantagens de uso, em relacdo as demais. Nessas, o tom desejado
€ obtido pela interacdo de trés componentes presentes no produto: o agente
precursor, representado pelos compostos aromaticos, orto e para-substituidos com
grupos amino e/ou hidréxidos (p-fenilenodiamina e p-aminofenol e seus derivados); o
agente acoplador, caracterizado por compostos aromaticos m-substituidos com
grupos doadores de elétrons (ex: resorcinol, m-fenilenodiamina, naftol e seus
derivados) e o agente oxidante, representado pelo peréxido de hidrogénio (H202). A
reacao entre esses componentes, em pH alcalino e na presenca de amonia, forma um
composto de alta massa molar (corante), que se difunde no interior do fio do cabelo,
ficando nele retido. Por esse motivo, o corante é classificado como permanente
(MOREL; CHRISTIE, 2011; KIM; KABIR; JAHAN, 2016; HEDBERG et al., 2018).

Embora as tinturas permanentes sejam vantajosas e amplamente utilizadas,
seus componentes podem apresentar diversos riscos, tanto a saude humana, quanto

ao meio ambiente. A Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC) classifica
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a exposicao ocupacional a tinturas capilares como fator possivelmente carcinogénico
para humanos (ZHANG et al., 2020). O uso de tinturas capilares esta relacionado ao
aumento do risco de canceres de pele, especialmente no couro cabeludo e pescoco
(CZENE; TIIKKAJA; HEMMINKI, 2003), mama (GERA et al., 2018; EBERLE et al.,
2020) e bexiga (GAGO-DOMINGUEZ et al., 2001, 2003; LETASIOVA et al., 2012).

Estudos realizados por Maiti et al. (2016) mostraram que as tinturas capilares
apresentam potencial citogenotoxico e mutagénico para células humanas,
bioindicadores vegetais e microrganismos. Alguns autores também observaram que,
além dos componentes das tinturas, os produtos da oxidagdo por H202 e auto
oxidacdo, encontrados em aguas residuais de saldes de beleza, também se
mostraram mutagénicos (SOUZA et al., 2019, 2021, 2020; ZHOU et al., 2021),
evidenciando o risco do descarte desses produtos no ambiente. Esses dados servem
de alerta para que mais estudos sejam realizados com esses agentes, para que se
possa elucidar melhor a toxicidade desses compostos.

Bioensaios sdo ferramentas eficientes para se avaliar o potencial toxico de
substancias que ameacam a saude humana e o meio ambiente. Por meio desta
abordagem, € possivel definir os mecanismos de a¢éo bioldgica de uma substancia
(BOSCH-OREA; FARRE; BARCELO, 2017). Bioensaios com organismos vegetais
tém se mostrado eficientes e indicados para aferir efeitos fitotoxico, citogenotdxico e
mutagénico de uma substancia, além de serem de simples execuc¢do, baratos,
sensiveis e altamente preditivos (FERNANDES et al. 2007; 2009; LEME; MARIN-
MORALES, 2009; GONCALVES et al. 2020; PAMPLONA-SILVA, et al., 2020). Uma
outra vantagem desses ensaios, é que minimizam a utilizac&o de animais (FISKESJO,
1985; GRANT, 1999; LEME; MARIN-MORALES, 2009; ANDRADE-VIEIRA et al.,
2014) e além disso, sao testes que simulam a¢éo do agente estudado em organismos
e ndo em células unicas, mostrando, assim, efeitos também sistémicos, além dos
celulares de um agente toxico. Grant, (1978) afirma que sistemas vegetais sao
recomendados para a deteccdo de possiveis danos genéticos provocados por
poluentes ambientais.

Dentre os vegetais mais utilizados em bioensaios, destacam-se as espécies
Lactuca sativa e Allium cepa, ambas sensiveis e eficientes na avaliagcdo de diversos
endpoints de citogenotoxicidade (FERNANDES et al. 2007; 2009; LEME; MARIN-
MORALES, 2009; SILVEIRA et al.,, 2017). L. sativa € comumente utilizada em

avaliacoes de fitotoxicidade, em testes de germinacdo e desenvolvimento com



44

plantulas (crescimento radicular e do hipocotilo) (CAMPAGNA-FERNANDES; MARIN;
PENHA, 2016; LIU; ZHANG,; LAL, 2016). Dentre as vantagens do uso desse vegetal
estdo a sua rapida germinacdo e a producao de grandes quantidades de sementes de
tamanho reduzido, o que permite que o organismo tenha uma maior area de contato
com o composto em estudo (CAMPOS et al., 2008). A utilizac&do da alface em ensaios
de fitotoxicidade € recomendada por o6rgdaos como USEPA (UNITED STATES
ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY - USEPA, 1996) e ISO
(INTERNATIONAL ORGANIZATION OF STANDARDIZATION, 1995).

A espécie A. cepa € uma espécie amplamente utilizada em testes de
citogenotoxicidade, pois apresenta um cariétipo caracterizado por poucos
cromossomos de grande tamanho, fato que torna mais facil a observacdo de
alterac6es do ciclo celular, induzida pelos mais diversos agentes (FISKESJO, 1985;
LEME; MARIN-MORALES, 2009). Alguns autores afirmam que ensaios utilizando A.
cepa sao simples, baratos, confiaveis e eficazes para a deteccdo de danos
cromossOmicos provocados por uma grande variedade de compostos (GRANT, 1982;
FERNANDES et al., 2007, 2009; LEME; MARIN-MORALES, 2009; GONCALVES et
al., 2020; PALMPLONA-SILVA et al., 2020). Além disso, resultados obtidos em testes
realizados com esse sistema teste, se mostraram similares aqueles realizados com
diferentes organismos, inclusive com células humanas, quando testados para uma
mesma substancia (FISKESJO, 1988; PALMIERI et al., 2016; REIS et al., 2017).

Diante do exposto sobre os efeitos citogenotoxicos, mutagénicos e
carcinogénicos de tinturas capilares e o consequente risco que estes produtos
apresentam a saude humana e ao meio ambiente, o presente estudo teve como
proposta avaliar os efeitos fitotbxico e citogenotéxico de tinturas capilares
permanentes da cor castanho natural (n°4), nas suas formas comerciais em p6 e em
creme, sendo a Ultima, com e sem associacdo com peréxido de hidrogénio (H2032), por

meio de bioensaios utilizando as espécies L. sativa e A. cepa.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Materiais

2.1.1 Tinturas e Solucdes
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As tinturas capilares utilizadas no presente estudo foram adquiridas no
comeércio local da cidade de Rio Claro-SP, Brasil. A coloracao escolhida foi a castanha
média (grupo colorimétrico n° 4) do tipo permanente. Para a avaliagdo da toxidade dos
compostos, foram utilizadas trés formas diferentes da tintura: tinta em pé e tinta em
creme sendo a ultima, com e sem associacdo com peroxido de hidrogénio (H202).

Para a avaliacdo da toxicidade, primeiramente, as tinturas utilizadas foram
preparadas, conforme indicacdo do fabricante. Na sequéncia, foi preparada uma
solucdo estoque (100 mg do preparado/mL de agua), que foi usada para preparar
cinco diferentes concentracdes a serem testadas no estudo: C1: 0,2 mg/mL, C2: 0,4
mg/mL, C3: 0,6 mg/mL, C4: 0,8 mg/mL e C5: 1,0 mg/mL (MAITI et al., 2016).

2.1.2 Material bioldgico
Os bioensaios de toxicidade (fitotoxicidade, citogenotoxicidade e potencial
mutagénico) foram desenvolvidos com os vegetais Lactuca sativa L. (alface, variedade

crespa) e Allium cepa L. (cebola, variedade baia periforme).

2.1 Metodologia

2.2.1 Teste de germinagdo com Lactuca sativa e Allium cepa e teste de inibicéo

do crescimento com L. sativa

Para a realizagédo dos ensaios com os bioindicadores vegetais, 20 sementes de
L. sativa e 100 sementes de A. cepa foram expostas a germinacédo em placas de Petri
embebidas, separadamente, com 5 mL das diferentes concentra¢des de tintura capilar
castanha e das substancias controle. O controle negativo (CN) foi realizado com agua
de osmose reversa e o controle positivo (CP) com sulfato de zinco heptahidratado
(0,005M- ZnS0O47H20), agente inibidor de crescimento radicular (LOPES, 2014) para
L. sativa, Metil Metano Sulfonato (MMS), um agente alquilante de DNA, amplamente
utilizado como controle positivo em testes de citogenotoxicidade, pois é capaz de
provocar uma série de alteracdes nucleares de natureza clastogénica (MAURO et al.,
2014; TAN et al., 2014) e Trifluralina (TRIF), um herbicida com acdo aneugénica,
capaz de induzir altas taxas de alteracfes cromossémicas e nucleares, podendo ser
utilizado como controle positivo como sugerido por Fernandes, Mazzeo e Marin-

Morales, (2009) para A. cepa.
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As sementes foram incubadas em estufa BOD (temperatura de 22 +/- 2 °C), por
120h, sem fotoperiodo, para L. sativa, e por cinco dias, com fotoperiodo, para A. cepa.
A toxicidade da tintura capilar foi estimada pela taxa de germinacéo das sementes das
espécies vegetais. O teste de inibicdo do alongamento foi realizado apenas com o
bioindicador L. sativa. As placas com as sementes germinadas foram congeladas,
para a posterior mensuragcdo, com paquimetro, dos comprimentos dos hipocétilos e
das radiculas (YANIK; VARDAR, 2015; CAMPAGNA-FERNANDES; MARIN; PENHA,
2016). Todos os tratamentos foram realizados em triplicata.

2.2.2 Teste de aberracdes cromossémicas e nucleares

ApGs a germinacdo das sementes de A. cepa nas diferentes concentragfes
estudadas da tintura capilar, as radiculas foram coletadas e fixadas em Carnoy (3
partes de etanol para 1 de acido acético — v/v), por 6 horas a temperatura ambiente.
Apos esse periodo, as radiculas foram transferidas para uma nova solucao de Carnoy
recém preparada e armazenadas, a 4 °C, até a sua utilizacdo no preparo das laminas.

Para a confeccéo das laminas, as radiculas foram lavadas em agua destilada
(trés banhos de 5 minutos cada) e submetidas, em banho-maria a 60 °C, a hidrélise
acida (em HCI 1M), por um periodo de 8-11 min. A seguir, 0 material foi submetido a
coloracdo em reativo de Schiff, por 1h e 30 min. Apds esse periodo, as radiculas
passaram por banhos sucessivos em agua destilada, até a total retirada do excesso
do corante. Em seguida, as regifes meristematicas das raizes foram seccionadas em
laminas contendo uma gota de carmim acético (2%), submetidas a técnica de
esmagamento suave, recobertas com laminulas e flambadas em chama de lamparina.
Na sequéncia, as laminulas foram extraidas em nitrogénio liquido e as laminas
montadas com resina sintética, para serem, posteriormente, analisadas em
microscopia de luz.

Foram confeccionadas 12 laminas por tratamento. A analise das laminas das
regides meristematicas foi feita pela contagem de 500 células por lamina
(6000/tratamento), onde foram computadas as diferentes fases da mitose, bem como
as anomalias de cada uma delas. Com os resultados das contagens realizadas, foi
calculado o indice mitético (IM = namero de células em divisdo/total de células
observadas). Por este parametro, foi possivel caracterizar a citotoxicidade do
composto em estudo. Também foi possivel determinar a frequéncia de aberracoes

cromossOmicas (AC) e aberracdes nucleares (AN), pela férmula: AC ou AN = nimero
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de células com alteracbes (AC ou AN)/total de células avaliadas. As aberracbes
cromossOmicas foram consideradas indicadoras da genotoxicidade dos compostos,
enquanto que as quebras cromossdmicas e as células micronucleadas indicaram o

potencial mutagénico da tintura capilar.

2.3 Andlise estatistica
A andlise dos dados foi realizada com os softwares GraphPad Prism 8 (versao
8.4.3) e R (R Development Corel Team, 2020). Os dados foram submetidos ao teste

de Mann-Whitney e Tukey (p<0,05) para a comparacao entre grupos.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Fitotoxicidade: testes de germinacao e crescimento

Os resultados do teste de germinacédo em L. sativa (alface) e A. cepa (cebola)
estdo apresentados nas Tabelas 1 e 2, respectivamente. A espécie L. sativa ndo se
mostrou sensivel ao teste, uma vez que nenhuma das concentracfes avaliadas
induziu efeitos significativos sobre a germinacdo das sementes em relacdo ao CN
(TABELA 1). Banegas et al., (2014) avaliaram a fitotoxicidade de tinturas permanentes
pelo ensaio de germinacdo com L. sativa e também nao encontraram alteracdes para
este parametro. Ensaios realizados por Mishra et al. (2020) com o bioindicador Vigna
mungo (feijdo-da-china, feijdo-preto), mostraram que a parafenilenodiamina (PPD)
pura, auto oxidada e degradada por bactérias ndo influenciou a germinagcdo das
sementes testadas, se mostrando entdo nédo fitotoxica para esse parametro de
analise. Contudo, a PPD foi fitotoxica, quando considerado os parametros de
crescimento radicular e aéreo da planta, o que indica uma toxicidade érgao-especifica
desse composto, que € o0 principal corante utilizado em tinturas capilares

permanentes.

Tabela 1 — Germinacao de sementes de Lactuca sativa (alface) expostas a diferentes
formas de tinturas capilares e diferentes concentractes

Tipo de tintura
Com H20:2 Sem H20:2 Em po
C1 18+l a 16,67 £+ 0,58 a 16,33 + 3,06 a
C2 17+1a 16,33+ 1,53 a 17,67 + 2,08 a

Tratamento
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C3 16,67 £+351a 15,67+3,06a 16 £ 1,73 ab

C4 15,67 +153ab 17,33+0,58a 16,67 £ 1,53 a

C5 16,67 £ 0,58 a 17+1a 17+1a
Controles

CN 17,33 +£2,08 a

CP 10,67 £2,08 b

Legenda: Média seguida de desvio padrdo. C1: 0,2 mg/mL, C2: 0,4 mg/mL, C3: 0,6 mg/mL, C4: 0,8
mg/mL e C5: 1,0 mg/mL, CN: controle negativo, CP: controle positivo (0,005M- ZnS0O47H20). Valores
seguidos de letras diferentes indicam diferencas estatisticas entre os tratamentos pelo teste Tukey
(p<0,05). Fonte: elaborada pela autora (2021).

Pelas andlises realizadas no presente estudo, com o bioindicador A. cepa, foi
possivel observar que as sementes expostas as menores concentracdes (C1, C2 e
C3) da tintura com H202 apresentaram diminuicdo do potencial de germinagdo, em
relacdo ao CN, enquanto que as sementes submetidas aos tratamentos sem H20z,
apresentaram menor geminacdo, em relacdo ao CN, quando expostas as maiores
concentracdes da tintura (C3, C4 e C5) (TABELA 2). A oxidagédo da tintura pelo
perdxido de hidrogénio, pode levar a formacdo de produtos que influenciaram na
germinacdo, ainda em baixas concentracdes. No entanto, a tintura oxidada
naturalmente (sem H202) pode ter formado esses produtos em menor quantidade, sé
sendo mais fitotoxica para as maiores concentracdes testadas.

A tintura na sua forma em po, por sua vez, ndo induziu efeitos estatisticamente
significativos para o parametro de germinacao das sementes (TABELA 2). Isso pode
ser devido a esse tipo de tintura ser quimicamente menos ativa (MAITI et al., 2016),
uma vez que o agente oxidante ja é previamente adicionado ao produto contendo o
corante, diferentemente da tintura em creme, onde essa mistura e, consequentemente
a reacao, € realizada no momento da aplicacdo do produto (ANTELMI et al., 2017).
Assim, os componentes da tintura, deve néo interagir suficientemente com sementes

de A. cepa para, ndo levando assim a inibigdo de sua germinagéo (TABELA 2).

Tabela 2 — Germinacdo de sementes de Allium cepa (cebola) expostas a diferentes
formas de tinturas capilares e diferentes concentracdes

Tipo de tintura
Com H20:2 Sem H20:2 Em po *
C1 63+2,65cC 74,33 + 5,03 abc 73 +2,65
C2 64,67 £ 8,14 c 73,33 £1,53 abc 81,67 £ 2,08

Tratamento
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C3 68,67 £ 10,12 bc 63,67 £ 8,08 ¢ 73+12,29
C4 72,67 4,16 abc 66,33+ 7,77 bc 77 +8,72
C5 69,67 £ 2,08 abc 67,67 + 7,51 bc 74,33 +11,59
Controles
CN 85,33+ 1,53 a
MMS 75 + 4,36 ab
TRIF 81 + 5,57 abc

Legenda: Média seguida de desvio padrdo. C1: 0,2 mg/mL, C2: 0,4 mg/mL, C3: 0,6 mg/mL, C4: 0,8
mg/mL e C5: 1,0 mg/mL, CN: controle negativo, MMS: metil-metanosulfonato (controle positivo). TRIF:
trifluralina (controle positivo). Valores seguidos de letras diferentes indicam diferencas estatisticas entre
os tratamentos pelo teste Tukey (p<0,05). * As médias néo foram consideradas diferentes pelo teste F.
Fonte: elaborada pela autora (2021).

A fitotoxicidade das tinturas capilares também foi avaliada pelo teste de
crescimento radicular e de hipocoétilo com Lactuca sativa. A tintura associada com
H202 induziu, na menor concentragdo (C1l), a um aumento significativo do
crescimento, tanto radicular quanto do hipocaétilo, em relacdo do CN. No entanto,
pode-se observar que a maior concentracao testada (C5) induziu uma diminui¢céo do
crescimento em ambos 0s parametros (radicula e hipocotilo, em relagdo ao controle
negativo (FIGURA 2). As formas da tintura sem a mistura com H202 (FIGURA 3) e em
po (FIGURA 4) ndo induziram efeito fitotoxico nem para o crescimento da radicula,

nem do hipocdtilo de L. sativa.



50

Figura 2 — Crescimento radicular e de hipocoétilo de Lactuca sativa exposta a tintura
capilar com H20:2
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Legenda: C1: 0,2 mg/mL, C2: 0,4 mg/mL, C3: 0,6 mg/mL, C4: 0,8 mg/mL, C5: 1,0 mg/mL, CN: controle
negativo, CP: controle positivo (0,005M- ZnSO47H20). * vermelho: diferenca estatisticamente
significativa em rela¢@o do CN para radicula e * azul: diferenga estatisticamente significativa em rela¢éo
do CN para hipocétilo (Mann-Whitney: (*) p<0,05; (**) p<0,01; (***) p<0,001). Fonte: elaborada pela
autora (2021).
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Figura 3 — Crescimento radicular e de hipocoétilo de Lactuca sativa exposta a tintura
capilar sem H20:2
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Legenda: C1: 0,2 mg/mL, C2: 0,4 mg/mL, C3: 0,6 mg/mL, C4: 0,8 mg/mL, C5: 1,0 mg/mL, CN: controle

negativo, CP: controle positivo (0,005M- ZnSO47H20). * vermelho: diferenca estatisticamente

significativa em relagdo do CN para radicula e * azul: diferenca estatisticamente significativa em relagédo

do CN para hipocoétilo (Mann-Whitney: (*) p<0,05; (**) p<0,01; (***) p<0,001). Fonte: elaborada pela

autora (2021).
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Figura 4 — Crescimento radicular e de hipocoétilo de Lactuca sativa exposta a tintura
em po
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Legenda: C1: 0,2 mg/mL, C2: 0,4 mg/mL, C3: 0,6 mg/mL, C4: 0,8 mg/mL, C5: 1,0 mg/mL, CN: controle
negativo, CP: controle positivo (0,005M- ZnS047H20). * vermelho: diferenca estatisticamente
significativa em relag&o do CN para radicula e * azul: diferenca estatisticamente significativa em relagéo
do CN para hipocétilo (Mann-Whitney: (*) p<0,05; (**) p<0,01; (***) p<0,001). Fonte: elaborada pela
autora (2021).

A Figura 5 mostra o crescimento da radicula (A) e hipocotilo (B) de L. sativa,
para as trés formas de tinturas utilizadas. Embora a maioria das concentracdes
testadas com a tintura associada com H202 tenha apresentado um crescimento menor
dessas estruturas, somente a concentracdo C5 da tinta oxidada (com H202)
apresentou diminuicdo significativa do crescimento radicular e do hipocotilo, em
relacdo com o CN.

Estudos sobre a toxicidade do PPD, realizados por Pazin et al. (2013),
mostraram que esse composto foi fitotéxico para L. sativa, de forma dose-dependente.
Os autores observaram uma reducdo na taxa de elongacdo radicular, além de
diminuicdo significativa nos parametros de massa fresca e massa seca. Mishra et al.
(2020) também reportaram uma reducdo do crescimento radicular em V. mungo
exposta a PPD. A elongagéo radicular também foi inibida em A. cepa exposta a
tinturas herbais, que possuem PPD em sua composi¢cdo (NAWALAGE; PATHIRATNE,
2020).
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Alguns, autores afirmam que a PPD pode se tornar mais téxica, apés oxidacao
por H202 (LU et al., 1999; ZANONI et al., 2015; PARK et al., 2018; REHMAN et al.,
2019), o que justifica a fitotoxicidade observada apenas para a tintura oxidada
avaliada no presente estudo (FIGURA 2). A auséncia de efeito fitotoxico para as
demais tinturas, se deve a composicdo quimica menos ativa das mesmas, por estas
serem nao oxidadas pelo peroxido de hidrogénio ou por estarem na sua forma em po,
cujo agente oxidante foi adicionado previamente a tintura (MAITI et al., 2016;
ANTELMI et al., 2017), (FIGURAS 3 e 4). Zanoni et al. (2015) mostraram que a
oxidacdo da PPD por H202, como acontece no preparo da tintura no momento da
aplicacdo nos cabelos, pode levar a formacédo de radicais livres, que induzem ao
estresse oxidativo. Tal fenbmeno pode ser um dos fatores que influenciam no
crescimento de plantas, pois, de acordo com Tsukagoshi (2012), os produtos da
oxidacdo do PDD interferem na expresséo de genes relacionados ao ciclo celular dos
meristemas radiculares, inibindo, assim, o crescimento da planta (TSUKAGOSHI,
2012). O aumento na quantidade de células, a cada ciclo de divisdo, € um fator
determinante para o crescimento dos 6rgao vegetais e, consequentemente, da propria
planta (ANDRADE-VIEIRA et al., 2014).
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Figura 5 — Crescimento de radicula e hipocotilo de Lactuca sativa exposta a diferentes
formas de tintura capilar, em diferentes concentraces
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Legenda: A: crescimento radicular, B: crescimento do hipocétilo. C1: 0,2 mg/mL, C2: 0,4 mg/mL, C3:
0,6 mg/mL, C4: 0,8 mg/mL, C5: 1,0 mg/mL, CN: controle negativo, CP: controle positivo (0,005M-
ZnS047H20). *: diferenca estatisticamente significativa em relagdo do CN (Mann-Whitney: (*) p<0,05;

(**) p<0,01; (***) p<0,001). Fonte: elaborada pela autora (2021).
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3.2 Citogenotoxicidade: indice mitdtico e teste de aberragcbes cromossémicas e
nucleares

O indice mitdtico e a frequéncia de aberragbes cromossémicas e nucleares,
observadas em meristemas radiculares de A. cepa submetidos ao tratamento com a
tintura oxidada com H202, estdo apresentadas na Figura 6. Como pode ser observado
nesta Figura, embora todas as concentracdes testadas no presente estudo tenham
induzido diminuigdo na taxa de divisao celular (IM) (Figura 6A), nenhuma delas se
mostrou genotdxica ou mutagénica, em relacdo aos resultados do CN. A menor
concentracdo (C1: 0,2 mg/mL), induziu uma pequena quantidade de aberracoes,
ainda que nao significativa, em relacdo ao CN. As altera¢cdes mais encontradas neste
estudo foram brotos nucleares, C-metafases, células binucleadas e micronucleos
(FIGURA 6B).

Figura 6 - indice mitético e aberracées cromossdémicas e nucleares de meristemas
radiculares de Allium cepa submetidos ao tratamento com tintura
associada ao H202
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Legenda: A: indice mitético; B: Aberragbes cromossomicas e nucleares. C1: 0,2 mg/mL, C2: 0,4 mg/mL,
C3: 0,6 mg/mL, C4: 0,8 mg/mL, C5: 1,0 mg/mL, CN: controle negativo, MMS: metil-metanosulfonato
(controle positivo), TRIF: trifluralina (controle positivo). * vermelho em A: diferenca estatisticamente
significativa em relacdo do CN (Mann-Whitney: p<0,05). * vermelho em B: diferenca estatisticamente
significativa em relacéo do CN para genotoxicidade. * azul em B: diferenca estatisticamente significativa
em relagéo do CN para potencial mutagénico (Mann-Whitney: (*) p<0,05; (**) p<0,01; (***) p<0,001).
Fonte: elaborada pela autora (2021).
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A tintura ndo-oxidada, ou seja, sem a associacao com H202, causou inibicéo da
divisdo celular somente na maior concentracdo testada (C5: 1,0 mg/mL), quando
comparada ao CN (FIGURA 7A). Adicionalmente, essa forma da tintura induziu a
formacdo de aberracbes cromossOmicas e nucleares em trés, nas cinco
concentracdes testadas (C1: 0,2 mg/mL, C2: 0,4 mg/mL e C4: 0,8 mg/mL), sendo que
as alterac6es mais frequentemente observadas foram brotos nucleares, C-metafases
e micronucleos (FIGURA 7B). Alteracdes semelhantes aquelas encontradas em
células expostas a tintura com H202, 0 que indica que, ainda que a oxidacao
potencialize a toxicidade, inibindo o ciclo celular, os compostos presentes na tintura

apresentam efeitos no material genético, dos tipos clastogénicos e aneugénicos.

Figura 7 — indice mit6tico e aberragcdes cromossémicas e nucleares de meristemas
radiculares de Allium cepa submetidos ao tratamento com tintura sem
associacédo ao H202
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Legenda: A: indice mitético; B: Aberragbes cromossdmicas e nucleares. C1: 0,2 mg/mL, C2: 0,4
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(**) p<0,01; (***) p<0,001). Fonte: elaborada pela autora (2021).

A tintura em po6, também induziu uma diminuicdo do IM em todas as

concentracgdes testadas, em relacdo ao CN (FIGURA 8A). No entanto, os parametros
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de genotoxicidade e potencial mutagénico ndo foram estatisticamente significativos
em relacdo ao controle negativo, para nenhuma das concentracdes testadas. Para a
menor concentragdo testada (C1l: 0,2 mg/mL), podemos observar uma maior
quantidade de aberracdes do tipo broto nuclear, micronicleo e nucleo lobulado
(FIGURA 8B).

Figura 8 — indice mit6tico e aberragcdes cromossémicas e nucleares de meristemas
radiculares de Allium cepa submetidos ao tratamento com tinta em po6
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Legenda: A: indice mitético; B: Aberragbes cromossomicas e nucleares. C1: 0,2 mg/mL, C2: 0,4 mg/mL,
C3: 0,6 mg/mL, C4: 0,8 mg/mL, C5: 1,0 mg/mL, CN: controle negativo, MMS: metil-metanosulfonato
(controle positivo), TRIF: trifluralina (controle positivo). * vermelho em A: diferenca estatisticamente
significativa em relacdo do CN (Mann-Whitney: p<0,05). * vermelho em B: diferenca estatisticamente
significativa em relacéo do CN para genotoxicidade. * azul em B: diferenca estatisticamente significativa
em relacéo do CN para potencial mutagénico (Mann-Whitney: (*) p<0,05; (**) p<0,01; (***) p<0,001).
Fonte: elaborada pela autora (2021).

A diminui¢do do IM encontrada em todas as concentracdes de duas das trés
formulacdes das tinturas testadas (com H202 e em po) também foi observada em
outros estudos utilizando formulagdes comerciais de tinturas capilares. Maiti et al.,
(2016) observaram que tinturas associadas com agente oxidante (H202) e formulacéo
em po de tintura capilar inibiram a divisdo celular na maioria das células do
bioindicador A. cepa, paralisando-as em interfase. Meristemas de A. cepa expostos a

tratamentos com tinturas herbais contendo PPD também exibiram uma diminuigdo do
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indice mitotico, devido a interacao dos ingredientes presentes na formulagéo da tintura
(NAWALAGE; PATHIRATNE, 2020).

A diminuicdo do IM é um evento que reflete a acdo de compostos citotoxicos
(LEME ; MARIN-MORALES, 2009; VIEIRA; SILVEIRA, 2018). Nesse sentido,
podemos sugerir que a mistura do agente precursor com o agente oxidante levou a
formacdo de produtos considerados citotoxicos. A diminuicdo da taxa de divisédo
celular pode ser consequéncia da inibicdo da sintese de DNA, decorrente da
diminuicdo dos niveis de ATP das células (JAIN; SARBHOY, 1988; SUDHAKAR,;
GOWDA; VENU, 2001). Outros fatores que podem impedir a divisdo celular sdo a nédo
polimerizacao dos microtubulos (FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2009),
a inibicdo da enzima DNA polimerase, responsavel pela replicagdo do material
genético, ou ainda o bloqueio da fase G2, que impede a célula de entrar em divisdo
(DWIVEDI; KUMAR, 2015).

A auséncia de células em divisdo pode ter mascarado a inducéo de aberracdes
cromossdmicas, observaveis durante o processo de mitose (FIGURA 9).
(FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2007; 2009; SAMUEL; OSUALA;
ODEIGAH, 2010), pois este fenbmeno (aberracdes cromossdmicas e nucleares) foi
observado nas células de A. cepa expostas a tintura ndo oxidada (sem H2032), as quais
nao sofreram efeitos mito depressivos. Pelos ensaios realizados com esse tipo de
tintura, foi possivel observar que somente a maior concentracédo da tintura (C5) levou
a diminuicao do indice mitético, enquanto que os outros trés tratamentos (C1, C2 e
C4) induziram a formacéo de aberracdes cromossémicas. Maiti et al., (2016) afirmam
gue a presenca de aberracfes cromossbmicas pode ser consequéncia de uma
possivel interacdo entre o DNA negativamente carregado e as tinturas positivamente
carregadas. As aberracdes mais frequentemente induzidas pela tintura ndo oxidada
por H202 foram brotos nucleares, C-metafases e micronucleos (FIGURA 7B),
alteracbes estas indicativas de acgdo tanto clastogénica como aneugénica do
composto.

Fernandes, Mazzeo e Marin-Morales, (2007) afirmam que brotos nucleares
poder surgir da eliminagdo de material genético excedente de processos de
poliploidizacdo. As C-metafases, por sua vez, sdo resultados de processos
aneugénicos (FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2007; 2009; LEME;
MARIN-MORALES, 2009), que impossibilitam a polimerizagédo adequada dos fusos

mitéticos, o que impede, consequentemente, a adesdo dos centrémeros aos fusos,
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levando a uma interrupcado do ciclo celular (VIEIRA; SILVEIRA, 2018). A origem dos
micronucleos pode ser tanto devido a acao clastogénica do composto, cuja efeito se
da na propria molécula de DNA, induzindo quebras, que decorrem em fragmentos
cromossOmicos, que, por sua vez, ndo conseguem mais se reincorporarem ao nucleo
da célula; quanto por acdo aneugénica, cujo alvo do efeito é o fuso mitético. Neste
altimo caso, os micronucleos podem acontecer tanto por perdas de cromossomos
inteiros que nao se ligaram ao fuso, como por ineficiéncia dos fusos no processo de
segregacdo cromossOmica, 0 que leva formacdo de células poliploidizadas, cujo
material excedente € eliminado do nucleo celular (FERNANDES; MAZZEO; MARIN-
MORALES, 2007; 2009).

A presenca de aberracdes cromossdmicas em células de A. cepa expostas a
tintura ndo oxidada por H202 indica que, ainda que a 0 agente oxidante potencialize
a toxicidade da tintura (LU et al., 1999; ZANONI et al., 2015; PARK et al., 2018;
REHMAN et al., 2019) , os componentes presentes na prépria formulagcdo da mesma
também sdo capazes de induzir danos tanto em estruturas citoplasmaticas (fusos
mitoticos) como nucleares (DNA). Esse complexo modo de acao das tinturas capilares
leva a uma grande preocupacdo quanto a saude humana e também para possiveis
contamina¢do ambiental, uma vez que esses compostos e 0s produtos de sua reacao
sao encontrados em efluentes de saldes de beleza, podendo atingir cursos d’agua e
se bioacumular nos organismos (QIN et al., 2019; SOUZA et al., 2019, 2021, 2020).



Figura 9 - Aberracdes cromossdmicas e nucleares observadas nos ensaios de
genotoxicidade e mutagenicidade realizados com células de maristema
radicular de A. cepa expostas as tinturas capilares de cor castanha

Legenda: A: intérfase normal; B: profase normal; C: metafase normal; D: anafase normal; E: tel6fase
normal; F: célula com microndcleo; G: célula com nucleo lobulado; H: célula poliploide; |: anafase com
guebra cromossémica; J: ponte cromossdmica em telofase; K: célula com microndcleo (ponta da seta)
e broto (seta); L: célula com broto; M: c-metafase; N: quebra em teléfase; O: ponte dupla em tel6fase;
P: célula binucleada; Q: perda cromossdmica em anafase; R: perda cromossdmica em teléfase; S:
ponte em anéfase; T: quebra cromossdmica em tel6fase. Aumento: 1000x.

CONCLUSAO

O presente trabalho buscou mostrar os efeitos fitotoxicos e citogenotdxicos de
tinturas capilares permanentes, bem como averiguar se a oxidagéo por H202 poderia
ser um fator agravante para o aumento da toxicidade desses produtos. Foi possivel
observar que a fitotoxicidade, caracterizada por alteracbes no crescimento de L.
sativa, foi mais acentuada quando as tinturas capilares foram misturadas com H20x2.
A oxidacéo por H202, seja prévia a aplicacdo (tinta em po) ou feita no momento da
utilizacdo do produto (tinta em creme, com H202) apresentou efeitos citotoxicos,
enquanto que a oxidacdo do corante na auséncia de H202 induziu a formacéo de
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aberracdes cromossémicas de carater clastogénico e aneugénico. Isso sugere, que
diversos tipos de tinturas capilares oxidativas apresentam potencial citogenotoxico e
fitotbxico nas condi¢cbes testadas, 0 que gera preocupacao para 0 uso desses
produtos, que muitas vezes sao aplicados, em concentragcdes mais altas que as
testadas neste estudo, diretamente sobre a pele. Adicionalmente, os compostos das
tinturas foram encontrados em efluentes de salGes de beleza, portanto descartados
na rede de esgoto, podendo ndo serem eliminados pelos tradicionais tratamentos de
aguas residuais e, assim, atingir o meio ambiente. Uma vez no ambiente, esses
produtos podem interagir e se bioacumular a biota exposta, se tornando uma séria

ameaca ambiental.
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Artigo 2: Azocorantes em tinturas capilares — toxicidade dos compostos e de

seus metabdlitos

RESUMO

Os azocorantes apresentam em sua estrutura um ou mais grupamentos -N=N-,
chamados “azo”. Esses compostos representam o grupo de corantes sintéticos mais
amplamente utilizados pelas industrias téxteis, de medicamentos e como ingredientes
de formulacéo de tinturas capilares ndo-oxidativas. Entretanto, estudos toxicologicos
realizados com esses compostos revelam alto potencial citogenotoxico, mutagénico e
carcinogénico, principalmente devido a formagé@o de aminas aromaticas, substancias
estas produzidas durante o processo de metabolizacdo desses compostos. Os
azocorantes tém sido associados a canceres como de bexiga e hepatocarcinoma, por
isso considerados compostos de alto risco para a saude humana. Também tem sido
atribuido a esses corantes um alto potencial poluidor, devido aos severos impactos
a\que causam ao meio ambiente. Devido aos perigos descritos para 0s azocorantes,
tanto para a salude como ao ambiente, esta revisdo teve por objetivo abordar os
principais azocorantes utilizados como ingredientes na formulacdo de tinturas
capilares, seus principais e provaveis metabdlitos formados na degradacdo do
produto, bem como os efeitos tdxicos, citogenotdxicos, mutagénicos, imunotoxicos e
carcinogénicos dos mesmos. Para isso, foi feito um levantamento bibliografico
utilizando-as principais fontes de busca de artigos cientificos (Google Scholar,
PubMed e ScienceDirect). Como critério de incluséo, foi definido que seriam utilizados
artigos de qualquer periodo que abordassem a toxicidade dos azocorantes e seus
metabdlitos sob os aspectos citoldgicos, genéticos, imunoldgicos e carcinogénicos. As
informacBes apresentadas enfatizam o risco oferecido por azocorantes a saude
humana, tanto para usuarios de tinturas capilares, quanto para profissionais de salbes
de beleza, uma vez que os compostos sdo absorvidos pela pele e metabolizados pelo
organismo, no qual tanto os compostos, quanto seus metabolitos, podem causar
alteracbes a diferentes niveis. Além dos riscos a saude humana, estudos
apresentados indicam que 0S azocorantes apresentam uma ameaga ao meio
ambiente, uma vez que sdo frequentemente encontrados em efluentes industriais e
de saldes de beleza, podendo atigir cursos d‘agua e consequentemente

contaminarem a biota exposta, se tais efluentes ndo forem tratados corretamente. E
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importante ressaltar que estudos a respeito da toxicidade de azocorantes utilizados
em tinturas capilares sdo escassos e contraditérios, dessa forma, este trabalho
ressalta a necessidade da realizagcédo de mais estudos a respeito da toxicidade desses

compostos, para garantir a seguranca de usuarios e profissionais de cosmetologia.

Palavras-chave: corantes; aminas aromaticas; imunotoxicidade; citotoxicidade;

genotoxicidade, mutagenicidade, carcinogenicidade
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ABSTRACT

Azodyes have in their chemical structure one or more groups -N=N- called “azo”.
These compounds represent the most used group of synthetic dyes, widely used by
textile and pharmaceutical industries and as an ingredient in the formulation of non-
oxidative hair dyes. However, toxicological studies carried out with these compounds
show their highly cytogenotoxic, mutagenic, and carcinogenic potential mainly due to
the formation of aromatic amines during the processes of metabolization of these azo
compounds. Azodyes have been associated with bladder cancer and
hepatocarcinoma, which is why they are considered high-risk compounds for human
health. A high polluting potential has also been attributed to those dyes due to the
severe impacts they cause to the environment. Due to the dangers described by
azodyes to human health, as well as the environment, the present review will address
the azo dyes used in the formulation of non-oxidative hair dyes, their main and most
likely metabolites formed during the dye degradation, as well as their toxic, cytotoxic,
genotoxic, mutagenic, immunotoxic and carcinogenic effects. For this, a bibliographic
survey was carried out using the main sources of search for scientific articles (Google
Scholar, PubMed and ScienceDirect). As an inclusion criterion, it was defined that
articles from any period that addressed the toxicity of azodyes and their metabolites
under cytological, genetic, immunological and carcinogenic aspects would be used.
The information presented emphasizes the risk posed by azodyes to human health,
both for hair dye users and for beauty salon professionals, since the compounds are
absorbed by the skin and metabolized by the body, in which both the compounds and
their metabolites, can cause changes at different levels. In addition to the risks to
human health, studies presented indicate that azodyes pose a threat to the
environment, since they are often found in industrial and beauty salon effluents, and
can reach waterways and consequently contaminate the exposed biota, if such
effluents are not properly treated. It is important to emphasize that studies on the
toxicity of azodyes used in hair dyes are scarce and contradictory, thus, this work
highlights the need for further studies on the toxicity of these compounds, to ensure

the safety of users and cosmetology professionals .

Keywords: dyes; aromatic amines; imunotoxicity; cytotoxicity; genotoxicity;

mutagenicity; carcinogenicity.
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1 INTRODUCAO

Corantes sado definidos como substancias coloridas que, sendo solUveis a um
substrato, sdo capazes de conferir cor ao mesmo (GURSES et al., 2016). A
transferéncia da cor do corante para o substrato ocorre, pelo menos temporariamente,
pela destruicdo das estruturas cristalinas do substrato (OTHMER, 2004). No processo
de coloracdo, os corantes ficam retidos ao substrato por absorcao, dissolucéo,
retencdo mecanica, por ligagdes quimicas do tipo idnicas ou covalentes ou, ainda, por
ligacGes de hidrogénio (NWOKONKWO, 2013). A cor apresentada por um corante
depende da capacidade do mesmo absorver luz no espectro visivel da radiacéo
eletromagnética, que varia entre 400 a 700 nm (BAFANA; DEVI; CHAKRABARTI,
2011).

Até metade do século XX, os corantes naturais eram usados em diversas areas.
Esses compostos podem ter diversas origens, como animal (ex: cochonilha, moluscos
ou frutos do mar), vegetal (ex: indigo e acafrdo) ou mineral (ex: sulfato ferroso, argila
ou ocre) (KADOLPH, 2008). Os corantes sintéticos, por sua vez, foram sintetizados,
pela primeira vez em 1856, por W. H. Perkin. Essa sintese aconteceu acidentalmente,
quando Perkin preparava um remédio para o tratamento de malaria (HARTINGS,
2021). No decorrer dos anos, foi havendo uma substituicdo dos corantes naturais
pelos sintéticos, sendo estes cada vez mais utilizados, tendo hoje uma producéo que
movimenta bilhGes de dolares por ano (AFFAT, 2021). Esses compostos organicos
sdo amplamente usados nas mais diversas areas, como nas industrias téxteis,
farmacéuticas, alimenticias, de plasticos, de couros, de papéis, automobilisticas e de
cosmeéticos (ZANONI; YAMANAKA, 2016).

Os corantes podem ser classificados, principalmente, de acordo com sua
estrutura quimica, mais especificamente, pelo seu grupo croméforo (KIERNAN, 2001).
Um cromoforo € um grupamento quimico, unido por ligacfes covalentes insaturadas,
responsavel pela absorcdo da luz na regido ultravioleta e no espectro visivel
(ZOLLINGER, 1991; GURSES et al., 2016). Nesse contexto, as principais classes de
corantes sdo: azo, antraguinona, metalizado, indigoide, ftalocianinas, metina e
polimetinas (polienos e analogos), di- e tri- ariimetanos, nitro e nitrosos, e sulfurosos
(ZANONI; YAMANAKA, 2016).

O grupo cromoéforo dos corantes azo é representado por dois nitrogénios unidos
por ligagdo dupla (-N=N-), chamado de “grupo azo”. O nome azo vem de “azoto’,

palavra francesa para Nitrogénio. Sua estrutura quimica é representada como R-N=N-
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R’, na qual os radicais (R ou R’) podem ser do tipo arila ou alquila (KIERNAN, 2001;
CHUNG, 2016). De acordo com Zanoni e Yamanaka (2016), os azocorantes fazem
parte do grupo de maior importdncia comercial dentre o0s corantes sintéticos,
representando cerca de 65% dos corantes disponiveis no mercado, tendo mais de trés
mil tipos para uso. Isso se deve, principalmente, as suas facilidades de sintese e a
producdo de uma grande variedade de cores (HUNGER, 2003). Esta classe de
corantes € amplamente utilizada nas industrias alimenticias, téxteis, gréaficas, de
medicamentos e cosmeéticos (BROWN; DE VITO, 1993). Na industria de cosméticos,
0S azocorantes sdo encontrados principalmente como componentes das chamadas
tinturas capilares diretas (ndo-oxidativas), que sdo as do tipo temporarias e
semipermanentes (CORBETT, 1988; DRAELOS, 2005; OLIVEIRA et al., 2014).

As tinturas temporarias sdo produtos que conferem cor aos cabelos, mas esta
€ removida ap6s uma unica lavagem. As moléculas dos corantes utilizados na sua
formulacéo, devido ao seu grande tamanho, ndo conseguem ultrapassar a cuticula do
fio de cabelo e se depositar no cortex, razdo pela qual séo facilmente removidas por
xampus. Na composi¢cdo das tinturas capilares temporérias, estdo presentes 0s
mesmos corantes para tingir tecidos de 1a (CORBETT, 1988; DRAELOS, 2005). Os
corantes das tinturas semipermanentes também sdo derivados de corantes téxteis,
isto porque o cabelo humano possui uma estrutura muito semelhante a uma fibra téxtil
(por exemplo, a &), sendo, entdo, apropriados para serem utilizados em tinturas
capilares (DRAELOS, 2005). As tinturas semipermanentes, embora apresentem
moléculas menores que as das tinturas capilares temporarias, conseguem penetrar
parcialmente no cortex do fio, sendo entdo removidas apds cerca de 24 lavagens
(BOLDUC; SHAPIRO, 2001; ARALDI; GUTERRES, 2005).

Corantes téxteis ou capilares podem também ser classificados de acordo com
a maneira como sao aplicados a fibra. Dentro dessa classificacdo, os corantes azo
estdo, principalmente, na classe dos corantes acidos e basicos. Os corantes acidos
sdo a segunda maior classe dos corantes, em termos de producdo e consumo,
representando 18,5% do total dos corantes produzidos. Os corantes desta classe séao
aniénicos, soluveis em agua e se ligam a fibra por meio de uma troca ibnica. Ja os
corantes basicos (catidnicos), representam apenas 7,1% do total de corantes
produzidos. Sao corantes soluveis em agua, apresentam grande variedade de cores
e brilho e séo fixados a fibra por interagdes idnicas, de Van der Waals ou pontes de
hidrogénio (GUARATINI; ZANONI, 2000; ZANONI; YAMANAKA, 2016).
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Apesar das suas vantagens e inimeras aplicacdes, 0s azocorantes e seus
metabdlitos, como aminas aromaticas, possuem alta toxicidade, mutagenicidade,
carcinogenicidade, e alergenicidade, podendo se caracterizar como uma séria
ameaca a saude humana e ao meio ambiente (CHUNG, 2016). Os azocorantes estao
ligados ao aumento do risco de canceres de bexiga, sarcoma esplénico e
hepatocarcinoma humanos, além de anormalidades nucleares em modelos
experimentais animais e aberracdes cromossémicas em cultura de células de
mamiferos (PUVANESWARI; MUTHUKRISHNAN; GUNASEKARAN, 2006).

A exposicdo humana aos azocorantes pode ocorrer por via cutanea, oral ou por
inalacdo. A alta toxicidade desses compostos esta relacionada com a formacéo de
aminas aroméaticas, que sao produzidas por processos de biotransformacdo e
biodegradagdo (BAFANA; DEVI; CHAKRABARTI, 2011). Geralmente, esses
metabdlitos sdo ainda mais toxicos que os compostos originais (UMBUZEIRO et al.,
2005; CHUNG, 2016; VENTURA-CAMARGO; DE ANGELIS; MARIN-MORALES,
2016). A degradacédo do azocorante se d& por quebras das ligacbes azo, realizadas
por enzimas do grupo das azoredutases (MISAL; GAWAI, 2018). Em mamiferos, a
conversdo de azocorantes em aminas aromaticas ocorre pela acédo de azoredutases
da flora intestinal, da pele e do figado (CHUNG; STEVENS; CERNIGLIA, 1992; RAFII;
CERNIGLIA, 1995; BAFANA; DEVI; CHAKRABARTI, 2011). Além disso,
microrganismos presentes no ambiente também possuem potencial de reduzir os
azocorantes em aminas aromaticas (CHEN, 2006). As aminas aromaticas sdo
compostos com alto potencial citogenotoxico, mutagénico e carcinogénico, o que as
tornam uma ameaca ao meio ambiente e a salde humana (BRUSCHWEILER;
MERLOT, 2017).

Tanto usuérios das tinturas capilares como os profissionais da area de
cosmetologia (cabeleireiros e esteticistas) estdo expostos a esses azocorantes de
forma direta. Essa exposicéo se da, principalmente, pela pele, onde estes compostos
podem ser metabolizados e absorvidos na forma de aminas aromaticas (KORINTH,;
SCHALLER; DREXLER, 2013; BRUSCHWEILER; MERLOT, 2017). A exposic¢do dos
profissionais € maior que a dos usuarios, uma vez que eles entram em contato com
estes compostos em varios momentos, que vao desde a preparacdo, até a propria
aplicacgédo da tintura no cliente e a lavagem dos cabelos ja tingidos (LIND et al., 2017).
Os riscos da exposicao ocupacional ou de usuarios de tinturas ja foram alvos de

estudos epidemioldgicos, que indicaram que esses compostos estavam relacionados
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ao aumento do risco de canceres como, por exemplo, o de bexiga (ZEILMAKER et al.,
1999; CZENE; TIIKKAJA; HEMMINKI, 2003; NOHYNEK et al., 2004; KIM; KABIR;
JAHAN, 2016).

Além disso, a preocupagdo com a toxicidade de azocorantes e das aminas
aromaticas também se estende aos riscos que estes compostos podem oferecer ao
meio ambiente, pois estdo presentes em efluentes industriais (BAFANA; DEVI,
CHAKRABARTI, 2011) e urbanos. Desta forma, existem muitos estudos que buscam
por processos que sejam eficientes, aplicaveis e economicamente vidveis para a
remocao desses compostos de efluentes (HASSAAN; NEMR, 2017), na tentativa de
minimizar os impactos envolvidos com esse tipo de contaminante, uma vez que eles
podem se bioacumular e biomagnificar ao longo da cadeia alimentar (WEISBURGER,
2002).

Pela importancia que o0s azocorantes representam para a industria de
cosmeéticos, principalmente para as tinturas capilares, pela toxicidade desses corantes
e seus metabdlitos e pelo perigo que representam para o meio ambiente e a saude
humana, serédo apresentados nesta revisao os principais azocorantes utilizados como
componentes de tinturas capilares; os seus consequentes metabdlitos (Quadro 2);
bem como a toxicidade desses agentes, sob 0 ponto de vista sanitario e ambiental.

Os resultados deste levantamento bibliografico estdo sumarizados no Quadro 3.

Quadro 2 — Principais azocorantes utilizados na composicao de tinturas capilares néo
oxidativas e seus metabdlitos (continua)
Tipo de tintura Corante Metabdlito

Acido sulfanilico

Acid Orange 7 0 0

Temporaria v
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Quadro 2 — Principais azocorantes utilizados na composicao de tinturas capilares nédo
oxidativas e seus metabdlitos (continua)

Tipo de tintura Corante Metabdlito
_ Acido 2-amino-H
Acid Red 33
H 0
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Quadro 2 — Principais azocorantes utilizados na composicao de tinturas capilares nédo
oxidativas e seus metabdlitos (concluséo)

1,3-dimetil-imidazol-2-

Basic Red 51 )
amina
.
|
Semipermanente Ny

| 1,4-

N¢N - -

| diacetoaminobenzeno

Legenda: * - faltam informacdes na literatura.
Fonte: Adaptado de Oliveira et al. (2014), Zanoni; Yanamaka, (2016) e PubChem (nih.gov).

2 TOXICIDADE DOS CORANTES ACIDOS UTILIZADOS NA FORMULAC}AO DE
TINTURAS CAPILARES

O azocorante corante Acid Orange 7, também chamado de D&C Orange N°4,
Orange 205 e Orange Il (4-[(2-hydroxy-1-naphthyl)azo]benzenesulfonate,
monosodium salt) € usado em diodos de emisséo de luz organica (OLEDs), sabdes,
preservativos de madeira, couro, cosmeticos, tintas de tecidos e capilares, etc.
(SABNIS, 2008; OLIVEIRA et al., 2014). Estudos sobre a toxicidade desse corante
sd0 escassos e antigos.

AvaliagOes realizadas por Ramchandani, Das e Khanna (1994) mostraram que
o corante Acid Orange 7 induziu peroxidacao lipidica em células hepéticas de ratos, o
qgue caracteriza danos as membranas plasmaticas desses hepatécitos. Esse dano
veio acompanhado de alteracdo na quantidade de glutationa e de outras enzimas
citosolicas. Outros estudos realizados pelo mesmo grupo de pesquisadores também
observaram que o corante induziu peroxidacédo lipidica has membranas nucleares,
mitocondriais e microssomais, o que refor¢cou a evidéncia do seu potencial de danos
as membranas celulares (RAMCHANDANI; DAS; KHANNA, 1992). Singh e Kharma
(1979) demonstraram em seus estudos realizados com ratos, que o Acid Orange 7
reduziu o nimero de globulos vermelhos, o nivel de hemoglobina e a quantidade de
células/volume de sangue desses organismos. O azocorante também induziu
aberracbes cromossdmicas em ratos expostos por via oral. Foram encontrados
quebras, translocacdes, delecdes, aderéncias, cromossomos em anel e outras
configuragdes disformes (PRASAD; RASTOGI, 1982). O Acid Orange 7 também é


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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considerado por alguns autores um imunomodulador, por apresentar potencial
imunotéxico em esplendcitos de camundongos. A exposi¢cdo ao corante alterou as
proporcdes relativas de células B e células T, o que pode ser um indicativo de
disfuncdo imunologica (YADAV et al., 2012). Os autores ainda afirmam que o corante
diminuiu a producéo de citocinas envolvidas no processo de ativacdo das respostas
imunologicas inata e adaptativa. Estudos realizados por Bonser et al. (1956)
comprovaram gue um metabdlito desse azocorante, o 1-amino-2-naftol, apresentou
potencial carcinogénico, comprovado pela indugéo de tumores em bexiga de ratos.

Por outro lado, alguns ensaios (mutagenicidade com Salmonella typhimurium,
aberracdes cromossdmicas, micronucleo e troca de cromatides-irmas com células de
roedores) realizados com extratos de fezes, urina e bile (acido sulfalinico e 1-amino-
2-naftol), mostraram que tanto com o azocorante Acid Orange 7 como com Seus
derivados de metabolizacdo enddgena ndo apresentaram atividade genotdxica ou
mutagénica (WEVER; MUNZNER; RENNER, 1989). Rafii, Hall e Cerniglia (1997)
investigaram a mutagenicidade do mesmo azocorante antes e depois do processo de
biodegradacdo por bactérias Clostridium sp., comumente encontradas no trato
intestinal humano. Os autores observaram, por meio de ensaios in vitro, sob condi¢des
anaerobicas, que essas bactérias sdo capazes de reduzir azocorantes e produzir
aminas aromaticas. Contudo, ndo encontraram pelo do teste de Ames, atividade
mutagénica para 0 azocorante e nem para 0s seus metabdlitos (RAFII; HALL;
CERNIGLIA, 1997). Chung, Fulk e Andrews (1981) também ndo encontraram, pelo
teste de Ames, atividade mutagénica para 0 azocorante e tampouco para 0S seus
metabdlitos. Esses dados foram corroborados por Mansour et al. (2007), que nao
evidenciaram, pelo teste do SOS-cromoteste em Escherichia coli, atividade
genotdxica para o metabdlito acido sulfanilico.

O azocorante Acid Red 33 (Disodium 5-amino-4-hydroxy-3-(phenylazo)-
naphtalene-2,7-disulfonate), € também conhecido pelos nomes D&C Red N°33, Red
33 e Fuchsia Red (OLIVEIRA et al., 2014; OMPRAKASH et al., 2015). De acordo com
o0 Code of Federal Regulations (2013) do Governo dos Estados Unidos, esse
azocorante € um composto utilizado para coloracédo de medicamentos tanto ingeriveis,
como de uso externo, em cosméticos, enxaguantes bucais e dentifricos.

Estudos relacionados a toxicidade deste azocorante e de seus metabolitos séo
escassos e 0s descritos na literatura ndo evidenciaram atividades toxicas para 0s

mesmos. Prival et al. (1984) avaliaram a mutagenicidade do corante e de seus
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metabdlitos, por meio de uma modificacdo do teste de Ames com Salmonella
typhimurium. Nesta versdo, é realizada uma pré-incubacdo do mononucleotideo
flavina, que facilita a reducdo das ligacbes azo, induzindo a formacédo de aminas
aromaticas. Neste estudo, os resultados obtidos mostraram que nem o azocorante
Acid Red 33, nem o subproduto da sua reducéo (acido 2-amino-H) possuem potencial
mutagénico. Outro estudo também mostrou que o azocorante e seus metabdlitos
apresentaram resultados negativos para testes de carcinogenicidade. Ao contrario de
algumas aminas aromaticas, os metabolitos do corante possuem baixa atividade
genotoxica e um minimo potencial tumorigénico (JUNG; STEINLE; ANLIKER, 1992).
Rafii, Hall e Cerniglia (1997) também avaliaram o potencial mutagénico (teste de
Ames) desse azocorante e dos seus metabdlitos, apds exposicdo a acao das bactérias
Clostridium sp. presentes no trato intestinal humano, e ndo encontraram evidéncias

de mutagenicidade para nenhum dos compostos.

3 TOXICIDADE DOS CORANTES BASICOS UTILIZADOS NA FORMULAQAO DE
TINTURAS CAPILARES

O corante Basic Red 76, também conhecido pelo nome de Arianor™ Madder
Red (nome IUPAC: 7-Hydroxy-8-((2-methoxyphenyl)diazenyl)-N,N,N-
trimethylnaphthalen-2-aminium chloride) € um azocorante do tipo basico, catidénico e
soluvel em agua que, na sua forma pura, se apresenta como um p6 avermelhado
(Scientific Committee on Consumer Safety — SCCS, 2011). De acordo com dados do
FDA Voluntary Cosmetic Registration Program (2019), o Basic Red 76 € utilizado em
48 formulacdes de tinturas capilares e em duas de esmalte para unhas.

Testes de genotoxicidade e mutagenicidade, realizados com o Basic Red 76
por diferentes autores, apresentaram divergéncia nos resultados. De acordo com o
relatorio da Safety Assessment of Basic Red 76 as Used in Cosmetics (2019), o
corante Basic Red 76 e seus metabdlitos foram avaliados quanto ao potencial
mutagénico, tanto pelo teste de Ames, como pelos ensaios de mutacdo génica em
células de mamiferos, com e sem ativacao metabolica. Ensaios com células de linfoma
de camundongos expostas ao corante mostraram resultados negativos para a indugéo
de mutagcBes génicas, dados esses corroborados pelos ensaios de aberracfes
cromossOmicas com células de hamsters chineses, submetidas a concentracédo de
500 mg/mL do corante. No entanto, para a concentracdo de 1000 mg/mL, sem

ativacdo metabdlica, o corante se mostrou clastogénico.
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O relatério ainda apresenta resultados para o teste de microndcleo in vitro com
células V79 de hamster chinés. Neste, o Basic Red 76 induziu resultados positivos em
concentracgdes baixas (212,5 pug/mL), com e sem ativagdo metabdlica, mas resultados
negativos para concentragcdes um pouco mais altas (300 pg/mL), para 0s ensaios com
ativacdo metabdlica. Adicionalmente, em concentracfes acima de 5000 mg/kg, o
azocorante apresentou resultados negativos para o teste de micronucleo (in vivo) com
camundongos. O relatorio ainda destaca que ndo foram encontradas informacdes
sobre a carcinogenicidade do corante Acid Red 76, embora um de seus possiveis
metabdlitos (o-anisidina) seja, reconhecidamente, considerado como tumorigénico.
Para os ensaios in vitro de mutagenicidade com bactérias e de aberracdes
cromossbmicas em linfécitos humanos, o corante apresentou resultados positivos
(WOLFREYS; BASKETTER, 2004).

Estudos realizados com o-anisidina, possivel amina aromatica derivada do
Basic Red 76, comprovam potencial carcinogénico para o composto. Esta substancia
é classificada, pela International Agency of Research on Cancer, como sendo do
grupo 2B, ou seja, possivelmente carcinogénico para humanos (IARC, 1982, 1999).
Em ratos e camundongos (machos e fémeas), a o-anisidina é conhecida como
indutora de canceres de bexiga urinaria (ASHBY, 1995). De fato, este 6rgdo parece
ser alvo da acao desse composto, como foi demonstrado por Sasaki et al. (1998). Os
autores avaliaram a genotoxicidade da o-anisidine, pelo ensaio do cometa em células
de diversos o6rgados de roedores, como figado, pulmdes, rins, cérebro, estdbmago,
intestino e bexiga. Os resultados mostraram que os danos ao DNA sé foram
significativos para as células de bexiga desses animais.

Um outro estudo realizado por Qi et al. (2020), pela técnica de fosforilagdo da
histona H2AX em linhagem de células uroteliais de humanos, comprovaram a
genotoxicidade da o-anisidina. De acordo com 0s autores, a resposta observada no
ensaio é indicativa de genotoxicidade, pois infere quebras de dupla-fita no DNA,
eventos esses que estdo associados a processos carcinogénicos. Brennan e Schiestl
(1999) também demonstraram o potencial genotdoxico dessa substancia, pela
presenca de delecbes em Saccharomyces cerevisiae, causadas por recombinagdes
intracromossémicas.

O Safety Assessment of Basic Red 76 as Used in Cosmetics (2019) afirma que,
apesar dos resultados positivos obtidos nos testes in vitro, realizados com Basic Red

76, deve-se se levar em consideracdo que as concentragdes utilizadas nos ensaios
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foram muito mais altas do que as que seriam, de fato, utilizadas em cosméticos. Ja os
resultados in vivo apresentaram-se negativos, o que, de acordo com a mesma
agéncia, reforca que os resultados dos testes in vitro ndo devem ser considerados
preocupantes. Em relacdo a carcinogenicidade do metabdlito desse azocorante, o
relatorio afirma que a preocupacédo deve ser minima, pois o corante ndo é facilmente
absorvido e ainda é usado em baixas concentracdes. Por essa colocacao, o relatério
afirma que a exposicdo as aminas arométicas, derivadas da metabolizacdo do
corante, é insignificante, portanto, o corante Basic Red 76 é seguro para uso em
cosméticos.

Um segundo corante basico utilizado em formulacdes de tinturas capilares nao-
oxidativas é o Basic Brown 16 ou Arianor™ Mahogany (nome IUPAC: [8-[(4-
aminophenyl)diazenyl]-7-hydroxynaphthalen-2-yl]-trimethylazanium;chloride). = Esse
azocorante € um dos mais utilizados pela indastria téxtil e também como ingrediente
de tinturas capilares nao-oxidativas e temporarias (OLIVEIRA et al.,, 2014,
GOPALAKRISHNAN et al., 2020).

Dados relacionados a toxicidade desse corante sdo ainda muito escassos na
literatura. Entretanto, o Scientific Committee on Consumer Products (SCCP), comité
cientifico europeu, que presta servicos a Comissdo Europeia sobre compostos néao
alimentares, apresenta em seu relatério de 2008, dados referentes a genotoxicidade,
mutagenicidade e carcinogenicidade do composto (SCCP/1165/08, 2008). Pelo
relatério desse Comité, o azocorante Basic Brown 16 foi considerado, pelo teste de
Ames, mutagénico na presenca de ativacdo metabdlica, para as concentracdes 1, 3,
10, 33, 100, 333, 1000, 2500 e 5000 ug/mL/poco. Pelo teste de mutagao génica,
realizado com células de mamiferos (camundongos), expostas por 4h ao azocorante,
também foi possivel comprovar atividade mutagénica para as concentracfes de 27,5;
55, 110, 165 e 220 ug/mL, na auséncia de ativagao metabdlica.

JA em células de pulmdo de pulmdo de hamster chinés (V-79), ndo foi
observado efeito mutagénico para as concentragdes de 5, 19, 20, 50 e 100 ug/mL do
azocorante Basic Brown 16, em testes sem ativacdo metabolica, quando estas foram
expostas, por um periodo de 20h e para as concentracdes de 100, 300, 1000, 3000 e
6000 pg/mL/pogo (sem ativagdo metabdlica), por um periodo de exposigao de 2h. Foi
também realizado o teste de microndcleo com células V-79. em duas diferentes
condic¢des:(1) sem ativagdo metabdlica, para as concentragdes 450, 900, 1800 e 3600

Mg/mL, por um periodo de exposicdo de 4h; e (2) com ativacdo metabdlica, nas
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concentragdes 450, 900 e 1800 ug/mL, por 4h de exposig¢ao. Esses testes indicaram
gue o0 azocorante possui atividade clastogénica e/ou aneugénica, pois as células
avaliadas apresentaram-se micronucleadas, ap0s exposi¢cdo ao Basic Brown 16,
independente da condicéo testada (SCCP/1165/08, 2008).

Este teste também foi realizado em eritrocitos de mamiferos, mas nestas
células, ndo houve inducdo de micronucleos, portanto, nas condicdes testadas, ele
ndo foi considerado clastogénico e/ou aneugénico. O relatorio ndo apresenta dados
relacionados a carcinogenicidade do Basic Brown 16, tampouco sobre a
citogenotoxicidade das aminas aromaticas derivadas da sua metabolizacdo
(SCCP/1165/08, 2008).

O Basic Brown 17, nome IUPAC: [8-[(4-amino-3-nitrophenyl)diazenyl]-7-
hydroxynaphthalen-2-yl]-trimethylazanium;chloride, também pode ser encontrado
pelos nomes Arianor™ Sienna Brown, Jaracol Sienna e Sienna Brown (OLIVEIRA et
al., 2014). E um azocorante n&do-oxidativo direto, utilizado em tinturas capilares
temporarias e em outros produtos para coloracdo de cabelos (SCCS, 2014). De
acordo com uma pesquisa do FDA Voluntary Cosmetic Registration Program (VCRP)
(2021), este corante € utilizado em um total de 20 formulacdes de produtos capilares,
sendo 3 delas utilizadas como produtos ndo colorantes (xampus e condicionadores) e
0 restante em produtos colorantes, como tinturas, tonalizantes, xampus colorantes,
entre outros.

O Safety Assessment of Basic Brown 17 as Used in Cosmetics (2021) relata
avaliacdes in vitro e in vivo de genotoxicidade e mutagenicidade do azocorante, em
diversos organismos modelo. O corante Basic Brown 17 se mostrou mutagénico (teste
de Ames) em ensaios com e sem ativacdo metabdlica, com respostas dose-
dependente. Entretanto, nos testes realizados com linhagens celulares de linfoma de
camundongos (L5178Y), o corante ndo se mostrou mutagénico nas condicdes
testadas, para os experimentos com e sem ativacdo metabdlica. Para o teste de
micronucleo, realizado com células V79 (hamster chinés), esse azocorante nao se
mostrou genotoxico, ou seja, ndo induziu a formacgéo de células micronucleadas. Pelo
ensaio do cometa, realizado com tecido reconstruido de pele humana (Phenion®), o
corante foi considerado ndo genotdxico. O teste do microndcleo (in vivo), realizado em
camundongos, indicou auséncia de atividade clastogénica ou aneugénica para o Basic

Brown 17.
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Adicionalmente, Tafurt-Cardona et al. (2015) demonstraram, por meio do
ensaio do cometa e do teste do micronucleo com bloqueio de citocinese, que o corante
induziu efeitos altamente citogenotdxicos em células de hepatocarcinoma humano
(HepG2), quando testado em concentra¢des muito inferiores aquelas utilizadas em
produtos capilares, confirmando o perigo da exposi¢cao a esses produtos para a saude
humana. Com esses resultados os autores inferem que a toxicidade do corante pode
ser devido aos metabdlitos formados, uma vez que essas células sao hepéticas,
portanto, com potencial metabolizador.

4 TOXICIDADE DO CORANTE SUNSET YELLOW E SEUS METABOLITOS

O azocorante Sunset Yellow (Amarelo Crepusculo ou FD&C Yellow N°6,
Orange Yellow S), nome IUPAC disodium;6-hydroxy-5-[(2,3,5,6-tetradeuterio-4-
sulfonatophenyl)diazenyl]naphthalene-2-sulfonate, € um corante amarelo alaranjado
sintético, derivado de hidrocarbonetos aromaticos do petroleo (OLIVEIRA et al., 2014;
DWIVEDI; KUMAR, 2015; LYE; CHIEW; SIDDIQUE, 2018; PubChem - CID:
5359810, 2021). Esse azocorante € comumente utilizado em tinturas capilares
temporarias, mas também como corante de alimentos em muitos paises (OLIVEIRA
et al., 2014; RAMAZANOVA; TIKHOMIROVA; APYARI, 2015).

Os estudos de toxicidade realizados com esse azocorante sdo inconsistentes
e contraditérios (HAVERIC et al., 2018; KHAYYAT et al., 2018). Em modelos vegetais,
como Allium cepa (cebola), Brassica campestris (nabo) e Trigonella foenum-graecum
(feno-grego), o Sunset Yellow induziu alteracdes do tipo diminuicdo do indice mitotico
e aberragcbes cromossdmicas, como aderéncias cromossdmicas, Cromossomos
atrasados, pontes, microndcleos, desorientagcdo cromossdmica em anafase e
metafase. Além disso, na maioria dos casos, 0 aumento da frequéncia de alteracfes
aconteceu de forma dose-dependente (KUMAR; SRIVASTAVA, 2011; GOMES et al.,
2013; DWIVEDI; KUMAR, 2015).

A toxicidade do Sunset Yellow também foi testada por ensaios in vitro
realizados com modelos animais (culturas de células de camundongos e humanas).
Em cultura de linfocitos humanos, a genotoxicidade do azocorante foi testada por meio
do teste de micronucleo com bloqueio de citocinese e do teste de aberracdes
cromossOmicas. Nesse estudo, 0 composto induziu um aumento na frequéncia de
células com aberragcbes cromossdomicas estruturais e células micronucleadas,

comprovando o potencial clastogénico do mesmo (HAVERIC et al., 2018).


http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=5359810
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=5359810
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Células de hepatocarcinoma humano (HepG2), submetidas ao corante Sunset
Yellow, mostraram, por teste multiparamétrico que avalia diversas respostas celulares
(High Content Analysis - HCA), que o corante induziu diminuicdo da proliferacao
celular, alteracdo no potencial da membrana mitocondrial, acimulo de espécies
reativas de oxigénio, aumento na taxa de mortalidade celular, danos ao DNA e
aumento da permeabilidade da membrana, de forma dose-dependente (QU et al.,
2017). O composto também levou a diminui¢do da viabilidade celular, acompanhada
da superexpressao da Caspase-3, enzima diretamente relacionada ao processo de
morte celular. O corante ainda promoveu um acumulo de lipidios nos hepatdcitos,
também de forma dose-dependente, efeito esse que pode levar a doencas hepaticas,
como a esteatose. Esse fato corrobora a diminuicdo e supressédo da expressao do
MRNA Sdc1l, que esté envolvido com a regulacdo da lipogénese e, portanto, previne
gue ocorra o acumulo de lipidios nas células (LYE; CHIEW,; SIDDIQUE, 2018).

Ensaios do cometa, realizados em testes in vivo com o corante Sunset Yellow,
por Khayyat et al. (2018), mostraram que o referido corante apresenta potencial
genotdxico. Sayed et al. (2012) demonstraram, por meio de testes realizados com
ratos, que o Sunset Yellow induziu troca de cromatides-irmés em células de medula
Ossea e aberracBes cromossdmicas em células soméaticas e germinativas. Por esse
estudo, os autores também concluiram que o corante apresenta potencial genotoxico,
caracteristica esta corroborada por Ali et al. (2018), tanto para o ensaio do cometa
como para o teste de aberracbes cromossomicas. Os autores observaram que as
aberracdes mais frequentemente encontradas foram fragmentacdo do DNA, quebra
cromossOmicas e cromatidicas e cromossomos em anel.

Em outro estudo, o composto induziu efeitos imunomodulatérios em
esplendcitos de ratos, comprovados pela supressao de respostas de células Te B e
diminuicdo da expressao de genes de interleucinas, que estdo relacionadas com a
resposta inflamatéria (YADAV et al., 2013). Contudo, pelos resultados do teste de
Ames, esse azocorante ndo foi considerado nem mutagénico e nem carcinogénico
(GARNER; NUTMAN, 1977). Gaunt et al., (1974) também afirmaram que o corante
nao é carcinogénico e nao induz efeitos téxicos, em longo-prazo, em camundongos.
Estudos realizados com esse mesmo corante e com a amina aromatica derivada da
sua metabolizacdo (acido sulfanilico) corroboraram a auséncia de genotoxicidade,

pelo testes de micronucleo em células do intestino de ratos, e de mutagenicidade pelo
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teste de Ames (Ensaio Salmonella-microssoma) (CHUNG; FULK; ANDREWS, 1981;
POUL et al., 2009).

5 TOXICIDADE DO AZOCORANTE SEMIPERMANENTE BASIC RED 51 E SEUS
METABOLITOS

Basic Red 51 ou VIBRACOLOR® Ruby Red (nome IUPAC: 4-(1,3-
dimethylimidazol-1-ium-2-yl)diazenyl]-N,N-dimethylaniline;chloride) é um azocorante
do tipo béasico usado em formulagbes de tinturas capilares diretas, em uma
concentracdo de até 1%, e em tinturas capilares oxidativas, a uma concentracdo de
0,5%, apOs mistura com perdxido de hidrogénio (SCCS/1332/10, 2011). E também
utilizada em outros produtos para cabelos, como xampus, gel, creme e lo¢ao para
cabelos, além de ser um corante comumente utilizado pela industria téxtil (ABE et al.,
2017).

A toxicidade do azocorante Basic Red 51 ja foi avaliada em diversos
organismos. Pazin et al. (2013) comprovaram que 0 composto apresentou efeitos
fitotbxicos em Lactuca sativa, pela inibicdo da elongacéo radicular e reducdo na
massa fresca e massa seca, de forma dose-dependente. Em Danio rerio, o Basic Red
51 induziu estresse oxidativo. Foi detectado um aumento da atividade de enzimas de
fase Il, como a glutationa S-transferase, bem como aumento dos niveis de catalase e
glutationa total, indicando uma resposta para inibir a producéo de espécies reativas
de oxigénio e a ocorréncia de danos oxidativos (ABE et al., 2017).

Testes in vitro utilizando culturas celulares também indicaram efeitos
citogenotoxicos para este azocorante. Ensaios realizados por Zanoni et al. (2014)
com queratinécitos humanos (HeCaT) em monocamada e com modelos de tecido
epitelial 3D demonstram que o Basic Red 51 € citotdxico, capaz de induzir morte
celular e supresséao da expressao do gene p21, responsavel por regular o crescimento
celular e a diferenciacdo de queratindcitos, atraso no ciclo celular e formacédo de
espécies reativas de oxigénio, de forma dose-dependente. Em células de
hepatocarcinoma humano (HepG2), o azocorante também apresentou potencial
citotoxico observado pelos ensaios de viabilidade celular (MTT e Azul de tripan),
genotoxico pelo ensaio do cometa e mutagénico pelo teste do microndcleo quando
testado em concentragbes muito inferiores aquelas utilizadas em formulacdes
comerciais de produtos capilares (TAFURT-CARDONA et al., 2015).
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O Scientific Committee on Consumer Products (SCCS/1332/10, 2011),
apresenta estudos que comprovam a acao mutagénica para o Basic Red 51, como os
realizados pelo Teste de Ames (Salmonella/microssoma) na presenca de ativacao
metabdlica, resultados esses que podem ser consequentes da acdo das aminas
aromaticas derivadas de processos de metabolizacdo desses corantes (Quadro 2).
Entretanto, o relatorio afirma que o corante ndo demonstrou mutagenicidade em
células de mamiferos, tampouco atividade clastogénica e/ou aneugénica em células
humanas, tanto em testes in vivo como in vitro. Portanto, o Comité classifica esse
azocorante como seguro a uma maxima concentracdo de 1% para tinturas néao-
oxidativas. Contudo, os dados de literatura ainda sdo escassos e inconsistentes para
se poder inferir sobre a toxicidade, genotoxicidade, mutagenicidade e
carcinogenicidade desse azocorante e de seus metabdlitos, bem como sobre a

seguranca de seu uso em tinturas oxidativas.
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Quadro 3 — Resumo geral de estudos da toxicidade de azocorantes e metabdlitos utilizados em tinturas capilares ndo oxidativas

(continua)
~ . Ensaios , . A
Corante Concentracao/Exposicao ; Organismo/ Células Resultado Referéncia
realizados
Monitoramento da
peroxidacao Peroxidacao lipidica
lipidica, formacao na membrana R handani
. de L plasmatica amchancan,
Acid 80mg/peso corporal ; . Ratos/Hepatocitos, : ! Das e Khanna
) malondialdeidos, mitocondrial e de
Orange 7 3 dias . organelas subcelulares : (1992, 1994)
e conteudo de microssomos,
enzimas alteracdo de niveis
metabolizadoras de glutationa
de xenobidticos
Reducédo em
Acid 0,1, 0,5 e 3,0% (m/m) Exames Ratos/ glo?}:'%%"ﬁ:é?ﬁ;hos’ Singh e
Orange 7 90 dias hematologicos Células sanguineas . d ' Khanna (1987)
células/volume de
sangue
Aberracdes
Ratos/Cromossomos cromossomicas:
Acid 3,0 g/kg de peso corporal Aberracdes » guebras, Prasad
. S somaticos e de . )
Orange 7 180 dias cromossOmicas . translocacdes, Rastogi (1982)
espermatozoides ~
delecdes,
aderéncias
10, 25, 50, 100, 250, 500, Efeitos citotoxicos
1000 pg/mL Teste do MTT e PI (viabilidade celular)
Acid 24,48 e 72h staining Camundonaos/Esplenécitos Imunotoxicidade: Yadav et al.
Orange 7 9 P alteracao nas (2012)
50 pug/mL Andlise proporcdes de
72h imunofenotipica célulasBeT
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Quadro 3 — Resumo geral de estudos da toxicidade de azocorantes e metabdlitos utilizados em tinturas capilares ndo oxidativas

(continua)
~ .~ Ensaios , . A
Corante Concentracao/Exposicao ; Organismo/ Células Resultado Referéncia
realizados
Para teste de
mutagenicidade: . _
administracao de 1g/kg em '\./ll.:t;ge dnécfrﬁgg'
ratos por 0, 8 e 24h
Utilizacao de extratos de Genotoxicidade: Wever
Acid bile, urina e fezes: 0,2, 0,4, ~ ' Salmonella typhimurium / N&o mutagénico ou . '
Aberragdes A . Milnzner e
Orange 7 0,6 mL/pogo N Hamster chinés/Células V79 genotoxico
cromossomicas, Renner (1989)
Para teste de microndcleo e
- } troca de
genotoxicidade: 1,5g/peso e I
cromatides-irmas
corporal
30h
Acid Rafii, Hall e
50 e 200 pg/poco Teste de Ames Salmonella typhimurium N&o mutagénico Cerniglia
Orange 7 (1997)
Acid 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500, Chung, Fulk e
100 pg/poco sem ativacao Teste de Ames Salmonella typhimurium N&o mutagénico Andrews
Orange 7 s
metabdlica (1981)
Acid . i . ~ o Mansour et al.
Orange 7 10, 50, 250, 500 pg/ensaio SOS-cromoteste Escherichia coli N&o genotoxico (2007)
Am%?ed 0,1, 0,3, e 1,0 umol/poco Teste de Ames Salmonella typhimurium N&o mutagénico P“(Vfgsi[)al'
Acid Red Rafii, Hall e
33 50 e 200 pg/pocgo Teste de ames Salmonella typhimurium N&o mutagénico Cerniglia

(1997)
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Quadro 3 — Resumo geral de estudos da toxicidade de azocorantes e metabdlitos utilizados em tinturas capilares ndo oxidativas

(continua)
~ .~ Ensaios , . A
Corante Concentracao/Exposicao ; Organismo/ Células Resultado Referéncia
realizados
Experimento 1: 10, 33, 100,
333, 1000, 2500 e 5000 Safety
Mg/poco Assessment of
Basic Red 48h L ~ A Basic Red 76
76 Teste de Ames Salmonella typhimurium Nao mutagéenico as Used in
Experimento 2: 33, 100, 333, Cosmetics
1000, 2500 e 5000 pg/poco (2019)
48h
Experimento 1: 26.6, 53.1, ¢
106.3, 212.5, 318.8 ug/mL Satety
_ 4h ) Assessment of
Basic Red Mutacio aénica Camundongos/Células de N&0 mutagénico Basic Red 76
76 . . a0 g linfoma 9 as Used in
Experimento 2: 53.1, 106.3, Cosmetics
212.5, 318.8, 425 pug/mL
(2019)
24h
Experimento 1 (parte 1):
62.5, 125, 250 mg/mL ~ o
N&o clastogénico
18h nas concentracoes: Safety
coes. Assessment of
Basic Red Experimento 1 (parte 2): a-lla_gfrtae ggs Hamster chinés/Células V79 62.5&-’3(:)[5 1:r)n 2/?1?[. e Basic Red 76
76 250, 500, 1000 mg/mL Cromossgmicas 9 as Used in
28h Cl A 1000 Cosmetics
astogénico a (2019)

Experimento 1 (parte 3): 50,
100, 200 mg/mL

mg/mL
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Quadro 3 — Resumo geral de estudos da toxicidade de azocorantes e metabdlitos utilizados em tinturas capilares ndo oxidativas

(continua)
~ . Ensaios , . A
Corante Concentracao/Exposicao ; Organismo/ Células Resultado Referéncia
realizados
18h
N&o clastogénico Saf
Experimento 2 (parte 1): nas concentragoes: atety
62.5 Teste d 62.5, 125, 250, and | A\SSessment of
Basic Red . este de P ~l ’  an Basic Red 76
76 125, 250 mg/mL aberracoes Hamster chinés/Células V79 500 mg/mL as Used in
cromossOmicas -
. . C t
Experimento 2 (parte 2): Clastogénico a 1000 c(;;gleg;cs
31.3, mg/mL
62.5, 250 mg/mL
Experimento 1 (parte 1):
53.1, 106.3, 212.5 pg/mL
24h Experimento 1: ndo
Experimento 1 (parte 2): clastogénico
150, 200, 300 pg/mL Experimento 2: Safety
4h ~ Assessment of
. Inducéo de .
Basic Red Teste de C o , . Basic Red 76
. ) . , Hamster chinés/Células V79 | micronulcleos com e .
76 Experimento 2 (parte 1): micronucleo sem ativacso as Used in
106.3, 212.5, 425, 850, 1700 vag Cosmetics
metabdlica nas
Mg/mL - (2019)
>0h concentracdes
212.5, 425, 850
pug/mi

Experimento 2 (parte 2):
106.3, 212.5, 425 pg/mL
4h
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Quadro 3 — Resumo geral de estudos da toxicidade de azocorantes e metabdlitos utilizados em tinturas capilares ndo oxidativas

(continua)
~ .~ Ensaios , . A
Corante Concentracao/Exposicao ; Organismo/ Células Resultado Referéncia
realizados
0, 25, 50, 100 mg/kg de nes fsifritgnt y
Basic Red peso corporal (oral); Teste do Ratos/Células de medula ~ o Basic Red 76
. . . N&o clastogénico ,
76 micronucleo ossea as Used in
200 mg/kg de peso corporal C :
: . osmetics
(intraperitoneal) (2019)
Safety
Assessment of
Basic Red 5000 mg/kg Teste do Camundongos/Células de ~ o Basic Red 76
76 24,48 e 72h micronucleo medula 6ssea Néo clastogénico as Used in
Cosmetics
(2019)
Basic Red Wolfreys e
76 Nao informado Teste de Ames Salmonella typhimurium Mutagénico Basketter
(2004)
Basic Red . Aberracdes e Induziu aforrrjagao Wolfreys e
N&o informado N Linfocitos humanos de aberracdes Basketter
76 cromossbémicas N
cromossOmicas (2004)
0, 3, 10, 33, 100, 333, 1000,
2500 and 5000 pg/poco N
Mutagénico na c SC|e.rt\tt|f|c
Basi Experimento 1: incubacéo presenca de ommittee on
asic . . ~ . . . ~ - Consumer
direta com e sem ativacéo Teste de Ames Salmonella typhimurium ativacdo metabolica,
Brown 16 r: Products
metabdlica nas cepas TA98 e SCCP/1165/08
TA137 (
. 2008)

Experimento 2: 48h de
incubacao




90

Quadro 3 — Resumo geral de estudos da toxicidade de azocorantes e metabdlitos utilizados em tinturas capilares ndo oxidativas

(continua)
~ . Ensaios , . A
Corante Concentracao/Exposicao ; Organismo/ Células Resultado Referéncia
realizados
Experimento 1: 0, 27.5, 55,
110, 165 e 220 pug/mL sem Potencial Scientific
S9-mix Teste de mutacéo mutagénico e Committee on
Basic génica em células Camundongos/Células de clastogénico na Consumer
Brown 16 Experimento 2: 0, 55, 110, de mamiferos linfoma presenca e Products
165, 220 e 330 pg/poco com (tk-locus) auséncia de (SCCP/1165/08
S9-mix ativagdo metabdlica . 2008)
4h de exposicao
0, 5,19, 20, 50 e 100 pg/mL o
sem S9-mix. c SC|e.rtltt|f|c
. 2h de exposicao ~ ommittee on
Basic Teste de mutacao oA ~ o Consumer
N Hamster chinés/Células V79 Nao mutagénico
Brown 16 génica (hprt-locus) Products
0, 100, 300, 1000, 3000 e
. (SCCP/1165/08
6000 pg/pogo com S9-mix 2008)
20h de exposicéo '
0, 450, 900, 1800 e _3600 Inducdo de células SC|e.nt|f|c
Mg/mL sem S9-mix : Committee on
. . micronucleadas
Basic 2h de exposicéo Teste de Hamster chinés/Células V79 (potencial Consumer
Brown 16 0, 450, 900 e 1800 pg/mL micronudcleo clastg anico /o Products
com S9-mix ane% 3nico) (SCCP/1165/08
20h de exposicao 9 . 2008)
N&o induziu a c SC|e_rt1tt|f|c
. 0, 18.75, 37.5 and 75 mg/kg formacao de células ommittee on
Basic Teste de o : Consumer
de peso corporal . . Ratos/Eritrocitos micronucleadas
Brown 16 24h de exposicio micronucleo N30 clastoddnico Products
posic ( g (SCCP/1165/08

e/ou aneugénico)

. 2008)
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Quadro 3 — Resumo geral de estudos da toxicidade de azocorantes e metabdlitos utilizados em tinturas capilares ndo oxidativas

(continua)
~ . Ensaios , . A
Corante Concentracao/Exposicao ; Organismo/ Células Resultado Referéncia
realizados
Safety
A Assessment of
Basic 3-5000 pg/pogo Teste de Ames Salmonella typhimurium Mu;:gmegiﬁ/oacg(r)n ® | Basic Brown 17
Brown 17 4-5000 pg/poco yp metabc’)liga as Used in
Cosmetics
(2021)
Experimento 1: 8.1-97.5
Mg/mL sem ativagéo
metabélica e 16.3-198.0 nes fsasfritgm y
Basic ug/mL com,qtlvagao Ens~a|o qle_ Camundongos/Células de Nao mutaggnlco~ Basic Brown 17
metabdlica mutacao génica ; com e sem ativagao ,
Brown 17 linfoma L as Used in
(tk locus) metabdlica C :
. osmetics
Experimento 2: 8.0-192.0 (2021)
Mg/mL sem ativacéo
metabdlica
Experimento 1: 3.1-99.2
Mg/mL sem ativacao
metabdlica e 6.2-198.4 Safety
Mg/mL com ativacao . ~ A Assessment of
Basic metabdlica muItEans;;o gﬁica Camundongos/Células de col\rlr?z ?:r:\agﬁ\r/]g:oao Basic Brown 17
Brown 17 (h grt Io?:us) linfoma metabélica ¢ as Used in
Experimento 2: 3.1-49.6 P Cosmetics
Mg/mL sem ativacao (2021)

metabdlica 3.1-99.2 pg/mL
com ativacdo metabdlica
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Quadro 3 — Resumo geral de estudos da toxicidade de azocorantes e metabdlitos utilizados em tinturas capilares ndo oxidativas

(continua)
~ . . Ensaios , . A
Corante Concentracao/Exposicao ; Organismo/ Células Resultado Referéncia
realizados
Experimento 1: 31.3-4100.0
Mg/mL sem ativacéo
metabdlica e 128.1-2050.0 Safety
ug/mL com,a_t|vagao N&o induziu a Assessment of
. metabdlica ~ . .
Basic Teste de A formacéo de células | Basic Brown 17
. . Hamster chinés/Células V79 : ,
Brown 17 . ) micronucleo micronucleadas as Used in
Experimento 2: 100.0-512.2 ~ . :
T (n&o genotoxico) Cosmetics
Mg/mL sem ativacéo (2021)
metabdlica e 128.1-1025.0
Mg/mL com ativacéo
metabdlica
Safety
Assessment of
- 0
Basic Z%Ct)gn%?OOuprjgézE (;g] 7709 : Ensaio do Cometa Tecido epitelial humano N&o genotoxico Basic Brown 17
Brown 17 P B reconstruido 9 as Used in
Cosmetics
(2021)
Diminuicéo da
Basic 62,5, 31i2é 15’%17_’8’ 39e Teste de MTT Hepatocarcinoma viabilidade celular | Tafurt-Cardona
Brown 17 ' Xr? humano/Células HepG2 em62,5e 31,2 et al. (2015)
pug/mL
Diminuicéo da
Basic 62,5, 31izé 15’(7}’“7_’8’ 39e Azul de Trioan Hepatocarcinoma viabilidade celular | Tafurt-Cardona
Brown 17 ' Xﬁ P humano/Células HepG2 em625e 31,2 et al. (2015)
pug/mL
Basic 39,738, 02”1]5'6 ug/mL Ensaio do Cometa Hepatocarcinoma Genotoxico Tafurt-Cardona
Brown 17 humano/Células HepG2 et al. (2015)




93

Quadro 3 — Resumo geral de estudos da toxicidade de azocorantes e metabdlitos utilizados em tinturas capilares ndo oxidativas

(continua)
~ . Ensaios , . A
Corante Concentracao/Exposicao ; Organismo/ Células Resultado Referéncia
realizados
Basic 39,78, 02;5'6 hg/mL Teste de Hepatocarcinoma Induziu a formagédo | Tafurt-Cardona
Brown 17 micronucleo humano/Células HepG2 de micronucleos et al. (2015)
N&o induziu a Assessasfrité’m of
Basic goa:ngri?g?nnagéy gg IF\)IZZOI Teste do Camundongos (5 machos e migfggnuacglggsda 50 Basic Brown 17
Brown 17 P 70 micronucleo 5 fémeas) / Eritrocitos clastoadnico efou as Used in
genice Cosmetics
aneugeénico) (2021)
Allium cepa: 0.4 e 4.0 mL,
24 e 48h
. . — Allium cepa Diminuicéo do I_<umar;
Brassica campestris: Teste de indice Brassica campestris indice mitético Srivastava,
Sunset 1%, 3%, e 5% mitotico e . P ) ~ ; (2011); Gomes
~ Trigonella foenum-graecum/ inducéo de .
Yellow 6h aberracoes . . ~ et al. (2013);
S Células de meristema aberragbes N\
cromossomicas radicular cromossOmicas Dwivedi e
Trigonella foenm-graecum: Kumar (2015)
0.25,0.50,0.75e 1%
3h
Teste de POtenAC"?‘I _
. ; clastogénico:
microndcleo e : ~ . .
Sunset e inducéo de células HaveriC et al.
4e8mM teste de Linfocitos humanos :
Yellow ~ micronucleadas e (2018)
aberracoes

cromossdmicas

aberracoes
cromossOmicas
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Quadro 3 — Resumo geral de estudos da toxicidade de azocorantes e metabdlitos utilizados em tinturas capilares ndo oxidativas

(continua)
~ . . Ensaios , . A
Corante Concentracao/Exposicao ; Organismo/ Células Resultado Referéncia
realizados
Diminuicéo da
proliferacéo celular,
Sunset 0,01, 0,05, 0,10, High Content Hepatocarcinoma aeusr:*rnzf}foe g;'?aaf;vgé Qu et al.
0,20, 0,30 g/L Analysis (HCA) humano/células HepG2 : (2017)
Yellow mortalidade celular,
danos ao DNA,
acumulo de lipidios
Sunset : . . Potencial Khayyat et al.
Yellow 2.5 mg/kg de peso corporal | Ensaio do Cometa | Ratos/células sanguineas genotéxico (2018)
0.325, 0.65 ou 1.3 mg/kg de Genotéxico: Troca
peso corporal de crométides-
Dose unica Teste de Ratos/células de medula L ~
Sunset ~ . . ‘o irmas, aberraces Sayed et al.
aberracoes 0ssea, células sométicas e -
Yellow 2 e cromossémicas, (2012)
0.325 mg/kg cromossomicas germinativas
o Cromossomos em
Diariamente por 1, 2 ou 3 anel
semanas
Grupo 1: agua
Grupo 2: 5mg/kg de SY + fee
10mg/kg de NaB Ensaio do Cometa Genotoxnjo.d
Sunset e Teste de s1ul . fragmentagzio de i |
Yellow Grupo 3: 5mglkg de SY + aberracoes Ratos/células sanguineas DNA, qyebras Ali et al. (2018)
cromossémicas e

100mg/kg de NaB

Grupo 4: 50mg/kg de SY +

100mg/kg de NaB

cromossdmicas

cromatidicas
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Quadro 3 — Resumo geral de estudos da toxicidade de azocorantes e metabdlitos utilizados em tinturas capilares ndo oxidativas

(continua)
~ .~ Ensaios , . A
Corante Concentracao/Exposicéao ; Organismo/ Células Resultado Referéncia
realizados
Grupo 5: 50mg/kg de SY +
10mg/kg de NaB f
. Genotoxico:
Ensaio do Cometa fragmentacdo de
Sunset Grupo 6: 200mg/kg de SY + © Teste~de Ratos/células sanguineas DNA, quebras Ali et al. (2018)
Yellow 750mg/kg de NaB aberracoes n
o cromossOmicas e
cromossoémicas cromatidicas
Grupo 7: 20mg/kg de SY +
75mg/kg de NaB
Efeitos
imunomodulatorios:
Sunset 250 pg/mL Imunof(j:'r_lotlpagem - supresséao o]e vadav et al.
Andlise de Ratos/esplendcitos respostas de células
Yellow 72h o T (2013)
citocinas T e B e diminuigéo
da resposta
inflamatoria
Sunset N N&o mutagénico e Garner e
Yellow 5050 e 100 pg/poco Teste de Ames Salmonella typhimurium n3o carcinogénico | Nutman (1977)
Camundongos/Pulmao,
Sunset 0,2,0,4,0,8e1,6% . A ovarios, gllandula - ~ L Gaunt et al.
Andlise histoldgica | harderiana, tecido mamario, | N&o carcinogénico
Yellow 80 semanas . , (2974)
baco, testiculos, sistema
reticulo-endotelial
Sunset Ate 2000 mg/kg de peso '_I'este,de Ratos/células do intestino N&o genotoxico Poul et al.
Yellow corporal micronucleo (2009)
Sunset 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500, Chung, Fulk e
Yellow 100 pg/poco sem ativacao Teste de Ames Salmonella typhimurium N&o mutagénico Andrews

metabolica

(1981)
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Quadro 3 — Resumo geral de estudos da toxicidade de azocorantes e metabdlitos utilizados em tinturas capilares ndo oxidativas

(continua)
~ .~ Ensaios , . A
Corante Concentracao/Exposicao ; Organismo/ Células Resultado Referéncia
realizados
Inibicdo do
. 10, 50, 100, 500 and 1000 Teste de crescimento |
Basic Red crescimento . radicular e Pazin et al.
mg/L . Lactuca sativa S
51 12h radicular e massa diminuicao da (2013)
(seca e fresca) massa seca e
fresca
Aumento de
Basic Red 1.875,3.75, 7.5, and 15 — Danio rerio/células de en2|mas_de fase Il, Abe et al.
mg/L Estresse oxidativo - glutationa-S-
51 . G embrides (2017)
96h apos fertilizacao transferase e
catalase
Diminuicéo da
Basic Red | 2000, 200, 20, 2, 0,2, 0,02 Azul de Trioan Hepatocarcinoma viabilidade celular | Tafurt-Cardona
51 Mg/mL b humano/células HepG2 em 2000, 200, 20 et al. (2015)
pug/mL
Diminuicéo da
Basic Red | 2000, 200, 20, 2, 0,2, 0,02 Teste do MTT Hepatocarcinoma viabilidade celular | Tafurt-Cardona
51 Mg/mL humano/células HepG2 em 2000, 200, 20 et al. (2015)
pug/mL
Basic Red Ensaio do Cometa Hepatocarcinoma o Tafurt-
0,02, 0,2 e 2 pg/mL . Genotoxico Cardona et al.
51 humano/células HepG2
(2015)
Basic Red Teste do Hepatocarcinoma Induziu a formacao Tafurt-
0,02,0,2 e 2 ug/mL . . patoc : rmag Cardona et al.
51 Micronucleo humano/células HepG2 e micronucleos (2015)
Basic Red 2.5,5, 10, 15, 20, 25 e 30 Azul de Trioan Queratindcitos Citotoxico: induz Zanoni et al.
51 pg/mL b humanos/células HeCaT morte celular de

(2014)
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Quadro 3 — Resumo geral de estudos da toxicidade de azocorantes e metabdlitos utilizados em tinturas capilares ndo oxidativas

(continua)
~ . Ensaios , . A
Corante Concentracao/Exposicéo realizados Organismo/ Células Resultado Referéncia
forma dose
Basic Red 1,6,18,24e48hde Azul de Tripan Queratindcitos dependente/ atraso
51 exposicéo P humanos/células HeCaT no ciclo celular e
formacdo de EROs
Basic Red > 214?h g?e’: c(;l;( 1ossip%l/cr)n - Western blottin Queratindcitos ex Srlérs)rs%?ig d:ne Zanoni et al.
51 posI¢ 9 humanos/células HeCaT b 021 9 (2014)
Sem ativacao metabdlica:
3,33 — 333 pg/poco
Com ativacao metabdlica Mutag@nico com
(figado de rato): 3,33 — 500 d ~ viutag b6l Opinion on
Basic Red ug/poco Teste de mutacao o ativacdo metabolica Basic Red 51
reversa em Salmonella typhimurium (S9 de hamster).
51 . : bactéria Nas demais néo foi (SCCS/1332/1
Com ativacdo metabdlica mutagenico 0, 2011)
(figado de hamster): 3,33 — 9
500 ug/poco
N&o mutagénico Opinion on
Basic Red Com e sem ativacao Teste de mutacéo Mutagénico na Basri)ic Red 51
51 metabdlica 3.33 — 333 reversa em Escherichia coli presenca de (SCCS/1332/1
Mg/poco bactéria ativacao metabolica 0, 2011)
(S9 de hamster) '
Sem ativacado metabdlica: Teste de mutacio Opinion on
Basic Red 3.33 — 200 ug/pogo reversa emg Salmonella typhimurium N&o mutagénico Basic Red 51
51 et yp 9 (SCCS/1332/1

0, 2011)
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(continua)
~ .~ Ensaios , . A
Corante Concentracao/Exposicao ; Organismo/ Células Resultado Referéncia
realizados
. Com ativacéo metabolica Teste de mutacéo Oplnlon on
Basic Red (figado de rato): 3.33 — 333 reversa em Salmonella typhimurium Nao mutagénico Basic Red 51
51 g o a yp g (SCCS/1332/1
Mg/poco bactéria 0, 2011)
. Com ativacao metabolica Teste de mutacéo Oplnlon on
Basic Red . ) . . - o Basic Red 51
(figado de hamster): 10 — reversa em Salmonella typhimurium N&o mutagénico
51 500 pg/poco bactéria (SCCS/1332/1
H9/PO& 0, 2011)
Sem ativacdo metabdlica: 3
— 300 pg/mL Opinion on
Basic Red Com ativacdo metabdlica: 3 TAeS.te de mutagao Hamster chinés/células V79 N&o mutagénico Basic Red 51
51 génica (hprt locus) (SCCs/1332/1
—400 pg/mL, 3 — 150 pg/mL, 0, 2011)
3 —-200 pg/mL ’
. Unscheduled DNA Op_inion on
Basic Red | 125 and 250 mg/kg de peso Synthesis (UDS) Ratos/hepatdcitos N&o genotoxico Basic Red 51
51 corporal y oot P 9 (SCCS/1332/1
0, 2011)
Metabdlito | Concentracdo/Exposicao Teste Organismo/Células Resultado Referéncia
Acido . L . R L Mansour et al.
sulfanilico 10, 50, 250, 500 pg/ensaio SOS-cromoteste Escherichia coli N&o genotoxico (2007)
Incidéncia de
1-amino- carcinomas por Carcinoaénico: Bonser et al.
25 semanas exames Bexiga de ratos : €inog ’ (1956)
2naftol RN inducéo de tumores
i histoldgicos
2-§nc1ligg-H 0,1, 0,3, e 1,0 umol/placa Teste de Ames Salmonella typhimurium N&o mutagénico Prival et al.

(1984)
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(concluséo)

Metabolito | Concentracdo/Exposicao reEaﬂiSz?;ggs Organismo/ Células Resultado Referéncia
o-anisidina 690 mg/kg Ensaio do cometa Ratos/células de mucosa de Genotoxico Sasaki et al.
3h e 24h bexiga e célon (1998)

A substancia teste foi Linhagem de células I;(i)sstfgr:Igil(fg(,)&;i‘?1

o-anisidina | misturadaem 1 — 10 mM em | Western blotting ger O ' Qi et al. (2020)
o, uroteliais humanas indicativo de
em Queratindcito-SFM .
genotoxicidade
DEL ((szlrécz;tg()e(lscg: Brennan e
o-anisidina | 5,06,06,5, 7,0, 7,5 mg/mL Recoarggénatlon Saccharomyces cerevisiae recombinacdes Schiestl (1999)
y intracromossémcias

Legenda: SY: Sunset Yellow; NaB: Borato de Sédio. Fonte: Elaborado pela autora (2021).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O presente artigo traz informagdes que permitem o conhecimento do potencial
toxico de azocorantes utilizados em formulagdes de tinturas capilares, bem como das
possiveis aminas arométicas derivadas da metabolizagcdo desses compostos.
Entretanto, os estudos sobre a toxicidade destes corantes sdo ainda escassos e
contraditorios, principalmente quanto aos efeitos de seus metabdlitos.
Interessantemente, estudos voltados para o tratamento quimico desses produtos sédo
vastos e abordam as mais diversas formas de remocdo destes dos efluentes
industriais. Esses fatores ressaltam que estudos sobre a toxicidade de azocorantes
sao imprescindiveis por fornecerem informacgdes relevantes sobre o real perigo destes
agentes para a saude humana e ao meio ambiente. As informacfes apresentadas
também podem ser muito interessantes para os estudos de tratamento de efluentes,
por fornecerem dados sobre as caracteristicas quimicas e toxicas desses compostos,
importantes para uma maior compreensao dos perigos inerentes a presenca destes
no ambiente.

E também importante salientar que a exposi¢do a azocorantes presentes em
tinturas capilares, tanto por usuarios do produto, quanto por profissionais de saldes
de beleza, pode oferecer sério risco a salde humana, uma vez que esses compostos
podem ser absorvidos e metabolizados pela pele, transportados pela corrente
sanguinea, metabolizados também no figado, e acumulados em 6rgédos, causando
danos citogenotoxicos e carcinogénicos. Assim, o0 presente artigo forneceu uma
melhor compreensdo dos mecanismos de toxicidade dos corantes azoicos utilizados
em tinturas capilares, bem como forneceu dados que possam auxiliar em tomadas de
decisdes voltadas a busca de maior seguranca para os usuarios destes produtos para
profissionais da area de cosmetologia.

Um outro ponto importante a ser ressaltado neste artigo € sobre a necessidade
da realizacdo de mais estudos com tinturas capilares, para uma melhor certificacao
de seguranca de uso desses produtos. Para isso, fica a sugestdo de se realizarem
estudos com linhagens de células metabolizadoras humanas, visto que esses ensaios
podem trazer informacdes ndo so6 sobre os efeitos dos azocorantes, mas também de
seus metabalitos, que muitas vezes apresentam maior toxicidade que o composto
original. Uma outra sugestédo é de se utilizarem linhagens de células renais e de
bexiga, pois estudos ja comprovaram que os efeitos desses produtos sdo mais

efetivos nesses 6rgaos.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Considerando que as tinturas capilares sdo usadas por milhdes de pessoas
tanto homens, quanto mulheres, portanto s&o amplamente popularizadas em seu uso;
que existem inimeros produtos e técnicas disponiveis para serem utilizadas para
alterar a cor dos cabelos; que as tinturas capilares apresentam uma grande
variabilidade de cor, conferida por diferentes elementos quimicos, muitos deles
reconhecidamente tdxicos e que muitas vezes requerem o uso de produtos adicionais
gue conferem uma melhor fixagcdo da cor aos cabelos; e a possibilidade de producao
de novos compostos derivados da metabolizacdo das tinturas, muitas vezes mais
toxicos que o proprio produto original, existe, atualmente, uma necessidade
preeminente de se conhecer melhor os efeitos desses produtos, uma vez que o
homem pode se expor a eles tanto de forma direta (aplicacao das tinturas nos cabelos)
ou indireta (contato ou consumo de organismos expostos a ambientes contaminados
com residuos de tinturas).

As tinturas capilares podem atravessar a barreira epitelial e se acumular em
diversos 6rgdos, causando alteragcbes moleculares, celulares e sistémicas. Além
disso, os componentes das tinturas, bem como os produtos derivados da sua
metabolizacao, ja foram encontrados em efluentes de saldes de beleza, de industrias
e, consequentemente, em recursos hidricos. Assim, esses compostos podem afetar a
biota aquatica exposta e também atingir corpos d’aguas utilizados em abastecimento
publico, caracterizando-se em uma segunda via de contaminagéo para humanos.

Pelos dados de fitotoxicidade e citogenotoxicidade de tinturas capilares
permanentes obtidos no presente estudo, foi possivel observar que tinturas capilares,
como as de coloracao castanho médio, podem alterar a fisiologia celular, inibindo seus
indices de divisdo. Tais dados alertam para possivel comprometimento no
desenvolvimento de organismos expostos a esses compostos e também para a saude
humana, como diminuicdo na eficiéncia de reposicdo normal de células ou de
regeneracao de tecidos.

Os resultados dos ensaios de citogenotoxicidade mostraram que as tinturas
e/ou seus subprodutos podem induzir aberracdes cromossémicas e nucleares,
denotando assim o seu potencial genotoxico e mutagénico. Esses dados corroboram
estudos que atribuem a esses compostos um potencial carcinogénico, causando

principalmente canceres de figado, de pele e de bexiga.
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A toxicidade das tinturas pode estar associada aos seus componentes, Como
0s azocorantes utilizados em tinturas capilares temporarias e semipermanentes. A
literatura cientifica traz importantes artigos que abordam os aspectos toxicologicos de
corantes azo, dados estes que enfatizam toda a preocupacdo quanto a utilizacdo e
exposicdo humana a esses produtos. O alerta ainda se estende aos possiveis
comprometimentos ambientais e, consequentemente, seus efeitos sobre a biota
eventualmente exposta.

Diante dos dados e fatos apresentados, reforgca-se a importancia e necessidade
de serem realizados mais estudos que abordem aspectos toxicologicos de tinturas
capilares, de seus componentes isolados e de seus produtos de reacdo e metabalitos.
Esses estudos poderdo orientar melhor a populagdo sobre a utlizagdo desses
produtos, bem como embasar a ado¢do de politicas ambientais, para assegurar um
descarte mais adequado e responsavel dos residuos gerados pela indastria e pelas

atividades humanas, visando uma melhor qualidade de vida e seguranca ambiental.
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