UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

Sy
unes p - “)(LIO DE MESQUITA FILHO”

INSTITUTO DE BIOCIENCIAS — RIO CLARO

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS
(BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR)

AVALIACAO TOXICOGENETICA DE EFLUENTES GERADOS EM SALOES DE
BELEZA, APOS USO DE TINTURA CAPILAR

LETICIA CRISTINA GONCALVES

Rio Claro - SP
2024



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unes p - “)(LIO DE MESQUITA FILHO”

INSTITUTO DE BIOCIENCIAS — RIO CLARO

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS
(BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR)

AVALIACAO TOXICOGENETICA DE EFLUENTES GERADOS EM SALOES DE
BELEZA, APOS USO DE TINTURA CAPILAR

LETICIA CRISTINA GONCALVES

Tese apresentada ao Instituto de Biociéncias do
Céampus de Rio Claro, Universidade Estadual
Paulista, como parte dos requisitos para
obtencdo do titulo de Doutora em Ciéncias
Biologicas (Biologia Celular e Molecular).

Orientadora: Profa. Dra. Maria Aparecida
Marin-Morales

Coorientador: Prof. Dr. Matheus Mantuanelli
Roberto

Rio Claro - SP
2024



Grongalves, Leticia Cnistina
G635a Avaliagio toxicogenética de efluentes gerados em salbes de beleza,
apos uso de tintura capilar / Leticia Cristina Gongalves. - Rio Claro,
2024

177 p.

Tese (doutorado) - Umiversidade Estadual Paulista (UNESP),
Instituto de Biociéncias, Rio Claro
Orientadora: Marna Aparecida Mann Morales

Coonentadora: Matheus Mantuanelli Roberto

l. Ecotoxicidade. 2. Genotoxicidade. 3. Mutagemcidade. 4. Testes

mn vitro. 5. Testes in vivo. 1. Titulo,

Sistema de geraclo automatica de fichas catalogrificas da Unesp. Biblioteca do Universidade
Estadual Paulista (UNESP), Instituio de Biociéncias, Rio Claro. Dados fornecidos pelo autor{a).

Essa ficha niio pode ser modificada.




IVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA P

unesp® "o

CERTIFICADD DE APROVAGAD

TITULD Di TESE: AvaLSCAD TOXICOGEMETICA DE EFLUENTES GERADDE EM SALCEE DE
BELEZA, AFCS USD DE TINTURA CAFILAR

AUTORA- LETIGIA CRISTINA GONGALVES
ORIENTADORA: MARIA APARECIDN MARIN MORALES
COORIENTADOR: MATHEUS MANTUANELLI ROBERTO

Aprovada como paris das suigindas para obéengda do Thulo de Doulora em Cidncias Bicldgicas
[Biologia Celular & Moleouar), pela Comissho Examinadom:

L o m e
Profa. Dra. MARLA APARECIDA MAR M MORALES (Parcinacan Vitkl) e
Dapin dia Biokogia Garal @ Aplicad | Unisg - B Rio Clam T
B b
Profa. Dra. LARISSA FONEECA ANDRADE VIEIRA (Particpagan Vinual) e e,
Dapariamants da Bidkogia f Unkssidade Fedoml de Lawas T e b
T
Fraf. Dv. BRUND FIOREL I FEREIRA (Farcpagas Vilal] e L RO
Cuparamants da Ciintas Bokdgices | Universidaie Fedarnl da S50 Paulo ek ey M
e T
Frof. Dr. BRUND DO AMARAL CRISFIM (Faricipagas Virual] S ——
Univarsidade Fedaral de Granda Dourados SRSCISRI; S MUTICRS S

B ] AL VT T e B

T TR
Frofa. Dra. BRUNA DE CAMPOS VENTLURA CAMAR GO [Parlicipacas Vinusal) e
Canirg Universilano Sudoasia Paulsia e

Rio Claro, 20 de fevensn de 2024

rmian e Eneres S o P S
Srvsim 3 # mm DLCH 1 SCASOR
SHFJ T HEECTE B



Dedico este trabalho aos meus pais, Sergio (in memorian) e Carmenm,
a minha irmd Priscila e ao meu marido Diego,

por todo o amor e apoio nas minhas decisées.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por me dar forcas para vencer os obstaculos e colocar sempre pessoas iluminadas no
meu caminho. Por ser meu refugio, coragem e porto seguro.

Aos meus queridos pais, Sergio e Carmem, por sonharem meus sonhos comigo. VVocés séo 0s
grandes responsaveis por essa conquista e tantas outras na minha vida! Pai, obrigada pelas
melhores lembrancas e ensinamentos. VVocé sempre serd meu grande amor e permanecera vivo
em meu coragdo, sinto muito a sua falta!

Ao meu marido Diego, pelo apoio, ajuda, companheirismo e sempre estar ao meu lado, ndo me
deixando desistir! Obrigada pela companhia durante esse trabalho, pela paciéncia, pelo colo,
pelos mimos, amor e carinho. Obrigada por partilhar a vida ao meu lado.

A minha irm Priscila, por todos os cuidados, conversas, apoio, amizade e, acima de tudo, ser
uma segunda mée para mim nessa vida.

A minha orientadora, Profa. Dra. Maria Aparecida Marin Morales, por me aceitar como
integrante do seu grupo de pesquisa por tantos anos. Sou eternamente grata pela oportunidade!
Obrigada pela paciéncia, compreensédo, todos os ensinamentos sempre com muito carinho e
dedicacdo, os conselhos e acima de tudo sua amizade.

Ao meu coorientador, Prof. Dr. Matheus Mantuanelli Roberto, por aceitar me coorientar nesta
jornada, ser uma pessoa sempre presente, compreensiva e paciente. Obrigada por todo carinho
e pela amizade.

A Profa. Dra. Lilian Cristina Pereira, pela parceria eficaz e recepgo carinhosa estabelecida para
0 desenvolvimento dos experimentos com Danio rerio em seu laboratério TOXICAM, na
UNESP de Botucatu/SP.

A Profa. Dra. Dejanira de Franceschi de Angelis e ao Valdenilson José Alves de Oliveira (Zito),
por proporcionarem o0s experimentos com Daphnia sp. em seu laboratorio.

A Profa. Dra. Mariza Campagnolli Chiaradia Nardi, pelo auxilio nas analises quimicas.

As minhas parceiras de trabalho de Botucatu, Paloma e Cristina, por todos os ensinamentos,
ajuda e desenvolvimento dos experimentos com Danio rerio.

A todos 0s meus amigos e colegas mutagénicos: Adriana, Nadia, Lais, Leticia Gigeck, Leticia
Rocha, Leticia Rosa, pelo convivio mais que especial.

As duas mutagénicas especiais, Adriana e Leticia Gigeck, as quais sempre estavam presentes
me auxiliando nos experimentos, independente de dias e horarios. Obrigada por me ajudarem a
executar esse trabalho e, acima de tudo, pela amizade!

As minhas amigas de trabalho, Jilia, Bianca e Jennifer, por me ajudarem sempre que necessario
e serem minhas fiéis escudeiras.



A Fundacéo Herminio Ometto-FHO, por permitir o desenvolvimento de alguns experimentos
e por fornecer os materiais utilizados.

A todos os professores do Departamento de Biologia e do Programa de P6s-Graduacéo, area de
Biologia Celular e Molecular, pela transmisséo de conhecimento durante o doutorado.

A todos os colegas do Departamento de Biologia pelo convivio agradavel.

Muito obrigada!!



"Aqueles que passam por nds, ndo vao
s0s, ndo nos deixam sos. Deixam um

pouco de si, levam um pouco de nos"

O Pequeno Principe



RESUMO

O processo de coloragdo capilar é caracterizado como uma técnica milenar de embelezamento
humano que perdura até os tempos atuais. Entretanto, esta técnica gera efluentes que impactam
diretamente 0 meio ambiente e a salde humana. Diante deste cenéario, o presente estudo teve
como objetivo avaliar o potencial toxicogenético de dois efluentes gerados em saldes de beleza,
apos tingimento capilar com a coloracdo castanha: EC- efluentes provenientes da lavagem
capilar, apos uso da tintura, com xampus e condicionadores e ET- efluentes provenientes da
lavagem capilar, apds uso da tintura, somente com agua. As avaliacBes da ecotoxicidade destas
amostras foram realizados por meio de bioensaios in vivo, com 0s organismos-testes Allium
cepa, Lactuca sativa, Danio rerio, Artemia salina e Daphnia similis, e in vitro, com cultura de
células hepaticas humanas HepG2/C3A. A avaliacdo da carga poluidora dos efluentes
estudados (EC e ET) foi realizada por meio de analises fisico-quimicas basicas, com sonda
multiparametro (Horiba®). Os resultados demonstraram um aumento da condutividade e
turbidez, indicando que ambos os efluentes podem comprometer o corpo receptor,
principalmente, se langcado sem tratamento em corpos hidricos de baixa vaz&o. Os bioensaios
com A. cepa mostraram citotoxicidade (alteracdo do indice mitdtico) e genotoxicidade
(presenca de alteragdes cromossdmicas) para ambos os efluentes (EC e ET), inferindo uma acéo
aneugénica para os tratamentos realizados com amostras filtradas (F) e ndo filtradas (NF) em
filtro de PVDF (0,45 pm), para as mais altas concentragdes. N&o foi observado nos ensaios
realizados com esse bioindicador a inducdo de microndcleos em F1, para nenhum dos
tratamentos e dilui¢Ges testadas. J& 0s bioensaios com L. sativa, apresentaram diminuigdes nas
taxas de crescimento e de germinacdo. As diluicdes testadas do EC-NF apresentaram ICso de
63.14%, enquanto que para EC-F, este indice foi de 65.05%. Ja em relacdo ao tratamento ET-
NF, foi verificado um ICso igual a 73.59%, enquanto que o ET-F apresentou um valor de
90,28%. Por esses resultados, é possivel inferir que os efluentes de saldo de beleza,
contaminados com a tintura capilar castanha e residuos de xampu e condicionador,
apresentaram menor fitotoxicidade, quando filtradas em filtro PVDF, em comparacdo ao
mesmo tratamento sem a filtragem em PVDF. Os bioensaios aquaticos demonstraram
toxicidade para ambos efluentes: D. similis (CEso de 3,43% para EC; 0,54% para ET); A. salina
(CLso de 8,327% para EC; 3,874% para ET); D. rerio (CLso de 3,90-4,93% para EC; de 6,37-
6,59% para ET). Além do parametro CLso, foram avaliados também outros endpoints, por
ensaios realizados com o bioindicador D. rerio. Nestes ensaios, foi constatado a mortalidade e
processo de coagulacdo dos ovos, apds 144 hpf, para a exposicdo EC (3,25 e 6,125%) e ET
(12,5%), assim como edema de pericardio e do saco vitelino, ap6s 72 hpf, para a concentracao
do ET (6,25%). Os resultados das avaliacfes de ecotoxicidade aquéatica indicam que as tinturas
capilares, mesmo em concentracGes residuais, apresentam alto potencial toxico para a biota
aquatica, efeito este comprovado pela inducéo de danos em todos os bioindicadores aquaticos
utilizados no estudo. Por fim, pelo ensaio do MTT, realizados com células HepG2/C3A, foi
observado citotoxicidade para as concentracfes de 100,0% e 50% do EC, e para as
concentragdes de 100,0%, 50% e 25% do ET. As amostras 100,0% dos EC e ET, assim como
as amostras diluidas 50% e 25% para ET também demonstraram citotoxicidade, pelo teste de
exclusdo do Azul de Tripan. Esses resultados indicam o comprometimento na integridade e
permeabilidade da membrana plasmatica, além de prejuizos nas atividades mitocondriais. Os
resultados do ensaio do cometa demonstraram genotoxicidade para todas as amostras testadas,
enquanto nenhum efeito mutagénico foi identificado pelo teste do MN, como também
observado para o bioindicador A. cepa. Dessa forma, os resultados in vitro indicam que
concentracgdes residuais dos efluentes causaram danos primarios ao DNA. Foi observado ainda
uma diminuicdo no indice de proliferacdo apo6s-bloqueio da citocinese (IPBC) e no indice de
replicacéo celular (IR) das culturas submetidas aos efluentes, sugerindo interferéncias e atrasos



no ciclo celular. Todos os resultados obtidos, tanto pelos bioensaios in vivo quanto in vitro,
evidenciam que as tinturas capilares, mesmo em concentracdes residuais, podem comprometer
a qualidade ambiental e causar danos a saude humana. Esses dados alertam para a necessidade
desses efluentes passarem por tratamentos prévios, antes de serem lancados no ambiente.

Palavras-chave: ecotoxicidade aquatica; citotoxicidade; genotoxicidade; mutagenicidade;
embriotoxicidade, testes in vivo e in vitro.



ABSTRACT

The hair coloring process is characterized as an ancient technique of human beautification that
lasts until the the current times. However, this technique generates effluents that directly impact
the environment and human health. In view of this scenario, the present study aimed to evaluate
the toxicogenetic potential of two effluents generated in beauty salons after hair dyeing with
brown coloring: EC - effluents from hair washing, after use of the dye, with shampoos and
conditioners and ET - effluents from hair washing, after use of the dye, only with water. The
ecotoxicity evaluations of these samples were carried out by means of in vivo bioassays, with
the test organisms Allium cepa, Lactuca sativa, Danio rerio, Artemia salina and Daphnia
similis, and in vitro, with HepG2/C3A human liver cell culture. Assessment of the polluting
load of effluents studied (EC and ET) was carried out by means of basic physicochemical
analyses, with a multiparameter (Horiba®). The results showed an increase in conductivity and
turbidity, indicating that both effluents can compromise the receiving body, especially if
discharged without treatment into low flow water bodies. The bioassays with A. cepa showed
cytotoxicity (alteration of the mitotic index) and genotoxicity (presence of chromosomal
alterations) for both effluents (EC and ET), inferring an aneugenic action for the treatments
performed with filtered (F) and unfiltered (NF) samples in a PVDF filter (0.45 um), for the
highest concentrations. In the assays performed with this bioindicator, the induction of
micronuclei in F1 was not observed for any of the treatments and dilutions tested. On the other
hand, the bioassays with L. sativa showed decreases in growth and germination rates. The
dilutions of EC-NF tested showed Clso of 63.14%, while for EC-F, this index was 65.05%.
Regarding the ET-NF treatment, a Clso equal to 73.59% was verified, while the ET-F presented
a value of 90.28%. From these results, it is possible to infer that beauty salon effluents,
contaminated with brown hair dye and shampoo and conditioner residues, showed lower
phytotoxicity when filtered in a PVDF filter, compared to the same treatment without PVDF
filtration. Aquatic bioassays showed toxicity to both effluents: D. similis (EC50 of 3.43% for
EC; 0.54% for ET); A. salina (LC50 of 8.327% for CE; 3.874% for ET); D. rerio (LC50 from
3.90-4.93% for CE; from 6.37-6.59% for ET). In addition to the LCso parameter, other
endpoints were also evaluated by assays performed with the D. rerio bioindicator. In these
trials, mortality and coagulation process of eggs after 144 hpf were observed for EC (3.25 and
6.125%) and ET (12.5%) exposures, as well as pericardial and yolk sac edema after 72 hpf for
ET concentration (6.25%). The results of the aquatic ecotoxicity evaluations indicate that hair
dyes, even in residual concentrations, have a high toxic potential for the aquatic biota, an effect
proven by the induction of damage in all aquatic bioindicators used in the study. Finally, the
MTT assay, performed with HepG2/C3A cells, showed cytotoxicity for concentrations of
100.0% and 50% of EC, and for concentrations of 100.0%, 50% and 25% of ET. The 100.0%
EC and ET samples, as well as the 50% and 25% diluted ET samples, were also shown to be
cytotoxic by the Tripan Blue exclusion test. These results indicate a compromise in the integrity
and permeability of the plasma membrane, as well as impairments in mitochondrial activities.
The results of the comet assay demonstrated genotoxicity for all samples tested, while no
mutagenic effect was identified by the MN test, as also observed for the bioindicator A. cepa.
Thus, the in vitro results indicate that residual concentrations of the effluents caused primary
DNA damage. A decrease in the post-cytokinesis blockade proliferation index (IPBC) and in
the cell replication index (RI) of the cultures submitted to effluents was also observed,
suggesting interference and delays in the cell cycle. All the results obtained, both by in vivo and
in vitro bioassays, show that hair dyes, even in residual concentrations, can compromise
environmental quality and cause damage to human health. These data alert to the need for these
effluents to undergo prior treatments, before being released into the environment.



Keywords: aquatic ecotoxicity; cytotoxicity; genotoxicity; mutagenicity; embryotoxicity, in
vivo and in vitro tests.
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1. INTRODUCAO

A busca pela "beleza" é uma constante ao longo da trajetéria da humanidade
(OLIVEIRA et al., 2014; RIBEIRO et al., 2017; TALON-HUGON, 2018; RAKHMATOVA,
2019). Incessantemente, as pessoas almejam alcancar uma concepcdo estética, que se modifica
em consonancia com os padrées e modelos estéticos vigentes, reflexos do conhecimento
cultural e étnico caracteristico de um determinado periodo (FERREIRA, 2010; SISTI;
ARYAN; SADEGHI, 2021). Nesse contexto, o ato de tingir os cabelos se estabeleceu como
uma pratica intrinseca ao estilo de vida da populacéo, impulsionando o crescimento exponencial
no namero de estabelecimentos comerciais que oferecem esse tipo de servico (ACHILLES,
2019).

Em 2021, o Brasil alcangou a quarta posi¢ao entre os maiores mercados consumidores
global de produtos de higiene pessoal, perfumaria e cosméticos (HPPC), com um valor
investido de, aproximadamente, de US$ 23.738 bilhdes. Essa mesma posi¢do é ocupada no
setor especifico de produtos destinados aos cuidados capilares (ACHILLES, 2019; ABIHPEC,
2021). Até o segundo trimestre de 2021, o setor brasileiro de saldes de beleza gerou,
aproximadamente, 1,9 milhGes de oportunidades de emprego, o que correspondeu a um
aumento de 5,6%, em relacdo ao ano anterior (ABIHPEC, 2021). Dentre os servigos oferecidos,
aproximadamente 35 a 40% do faturamento dos salfes de beleza é proveniente dos servicos
vinculados a coloracdo capilar, conforme dados da Associacdo Brasileira da Industria de
Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos- ABIHPEC, em parceria com o Servico Brasileiro
de Apoio as Micro e Pequenas Empresas- SEBRAE (2019).

Embora as tinturas capilares venham sendo amplamente usadas desde a antiguidade,
ainda ha uma preocupacdo crescente, com relagdo aos seus efeitos sobre a salide humana e as
consequéncias da presenca de residuos desses compostos no ambiente. Essa preocupacdo se
deve ao fato dessas tinturas conterem uma variedade de compostos quimicos, como corantes,
precursores, acopladores e aditivos, que podem causar reacdes adversas nos sistemas
bioldgicos, que variam desde irritacdes e sensibilizacbes cutaneas até efeitos sistémicos graves,
(OLIVEIRA et al., 2014; KIM; KABIR; JAHAN, 2016; HE et al., 2022). Dentre 0s compostos
toxicos estdo o parafenilenodiamina (PPD), para-toluenodiamina (PTD), para-aminofenol
(PAP), base de Bandrowski (BB) e resorcinol (RSC) (BESSEGATO et al., 2015; MAIFADI et
al., 2020).

A International Agency for Research on Cancer (IARC) alerta que certos compostos

presentes nas tinturas capilares podem apresentar efeitos carcinogénicos para humanos. Entre
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0S compostos toxicos, estdo as substancias que com grupamento azo (N=N) e as aminas
aromaticas (IARC, 2010). Estudos tém sugerido uma possivel associacao entre a exposi¢do aos
corantes e outros componentes das tinturas capilares (como o-toluidina e anilina) e o
desenvolvimento de certos tipos de cancer, incluindo de bexiga, mama e hematopoiéticos, como
os linfomas (VINEIS; PIRASTU, 1997; GENERATE et al., 2018; EBERLE et al., 2020;
PARK; CARREON; HANLEY, 2021; AHMADI et al., 2022). Além disso, 0 uso de tinturas
capilares também foi relacionado a irritacdo da pele, sensibilizacdo e alergias (KIM; KABIR;
JAHAN, 2016; ZANONI et al., 2017; TSIMPIDAKIS et al., 2023).

Em termos de volume, os saldes de beleza utilizam agua como recurso principal dos
processos de lavagem. A dgua resultante da lavagem pode conter contaminantes da tintura, pois,
de acordo com os estudos conduzidos por Hueber-Becker et al. (2004), apenas cerca de 13%
da tintura permanente aplicada no cabelo é retida no processo de tingimento. A maior parte,
aproximadamente 87%, é removida durante a etapa de lavagem, contribuindo para a formacéo
de um efluente especifico, contaminado pelos constituintes da coloracao capilar. Sendo assim,
estas aguas residuais podem carregar uma grande diversidade de substancias, que incluem
conservantes, umectantes, solventes organicos, 6leos tensoativos e corantes a base de metais
potencialmente tdxicos, como chumbo, cddmio, cromo e arsénio (KHALILI et al., 2019;
SCANLON; OSCHMANN, 2023).

A complexidade do efluente se intensifica, proporcionalmente, ao aumento dos
procedimentos realizados nos sal@es de beleza e, consequentemente, quanto mais complexo o
efluente, maior é a dificuldade em seu tratamento. Segundo a norma ABNT NBR 16383/2015
(ABNT, 2015), as aguas residuais, provenientes de salGes de beleza, devem ser encaminhadas
para a rede de esgoto sanitario ou para sistemas individuais de esgoto sanitario, como as fossas
sépticas. No entanto, os efluentes dos salGes de beleza tém sido descartados como um efluente
domeéstico comum, levando esta natureza complexa para a rede de esgoto municipal, onde se
mescla aos esgotos de outras fontes poluidoras, tais como residéncias, industrias e
estabelecimentos comerciais (MAIFADI et al., 2020). Diante desse cenario, torna-se cada vez
mais evidente a necessidade de se implementar medidas mais efetivas, que minimizem os
impactos ambientais e reduzam os riscos a saude publica promovidos pelos efluentes de sales
de beleza. Outro aspecto igualmente importante é a necessidade de mais estudos que possam
avaliar os efeitos desses efluentes sobre a biota aquatica e demais organismos eventualmente
expostos a essa mistura.

A realizacdo de bioensaios é uma estratégia fundamental e de grande importancia a

serem usadas em avaliacdes de impacto ambientais promovidos por contaminantes de origem
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antrépica (PLAZA et al., 2005; DOLEGOWSKA; GALUSZKA; MIGASZEWSKI, 2021). De
acordo com Houk (1992), para garantir uma analise ambiental eficaz, é imprescindivel realizar
uma selecdo adequada dos testes, que considere, além das alteracdes das caracteristicas fisico-
quimicas do local impacto, os efeitos dessas alteracfes para 0 meio biologico relacionado.
Assim, o potencial toxico do contaminante deve ser avaliado por meio de bioensaios realizados
com sistemas testes sensiveis, de baixo custo, de facil manipulacdo e que respondam
prontamente aos efeitos dos contaminantes. Além disso, para se obter uma diversidade maior
de dados, é recomendavel o uso de diferentes biomarcadores na avaliacdo (ZHANG; ZHANG,
2012; ZHANG et al., 2020).

No presente estudo, foram realizados ensaios para avaliar o potencial toxicogenético de
corante capilar castanho e seus derivados, presentes em efluentes de saldo de beleza, coletados
pos processo de tingimento capilar. Para avaliacdo da ecotoxicidade destas amostras, foram
realizados bioensaios in vivo com 0s organismos-testes Allium cepa (cebola), Lactuca sativa
(alface), Danio rerio (peixe zebra), e com os invertebrados Artemia salina e Daphnia similis
(pulga d"agua), além de bioensaios in vitro, realizados com a linhagem celular de hepatdcitos
humanos HepG2/C3A.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve por objetivo geral avaliar o potencial toxico, citotoxico,

fitotoxico, genotdxico, mutagénico e embriotoxico de efluentes de saldo de beleza, gerados pelo

tingimento capilar com a tintura castanha. Foram avaliados, por meio de ensaios realizados com

sistemas-testes in vitro e in vivo, efluentes gerados das lavagens dos cabelos tingidos somente

com agua e realizadas com xampus e condicionadores.

2.2 Objetivos especificos

Investigar o potencial fitotoxico dos efluentes de salGes de beleza, por meio de ensaios
de germinacdo de sementes e de inibi¢do de alongamento de plantulas, realizados com
0 bioindicador Lactuca sativa;

Avaliar o potencial citogenotdxico dos efluentes de saldes de beleza, por meio de
ensaios de citotoxicidade (altera¢bes do indice mitético) e de genotoxicidade (alteracdes
cromossémicas e inducdo de formacgédo de microndcleos), realizados com bioindicador
Allium cepa;

Avaliar o potencial citogenotoxico dos efluentes de sales de beleza para células
hepéticas humanas HepG2/C3A, por meio de testes de citotoxicidade (Azul de Tripan e
MTT), genotoxicidade (ensaio do cometa) e mutagenicidade (teste do microntcleo com
bloqueio de citocinese);

Avaliar a toxicidade aguda dos efluentes de salGes de beleza, por meio do teste de
letalidade, realizados com bioindicadores invertebrados Artemia salina e Daphnia
similis;

Investigar o potencial embriotdxico dos efluentes de salfes de beleza, por meio de
ensaios de efeitos letais e subletais para embrides e larvas de Danio rerio, (FET Test);
Elucidar os possiveis impactos dos efluentes de saldes de beleza sob o conceito de Saude

Unica.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 Breve historico da utilizacédo de tinturas capilares

As tinturas capilares sdo consideradas um dos recursos estéticos mais antigos da historia
da humanidade, sendo amplamente utilizadas em diversas civiliza¢bes, ha mais de 4.000 anos
(OLIVEIRA et al., 2014; REHMAN et al., 2019). Evidéncias histdricas indicam que a
coloracdo capilar, feita a partir de corantes naturais de origem vegetal e mineral, era praticada
por homens e mulheres de diferentes origens culturais, como egipcios, gregos, romanos, persas,
entre outras (YILDIRIM et al., 2022).

Dentre os corantes capilares naturais, destaca-se a utilizacdo da hena, desde a
antiguidade, pratica esta comprovada por estudos antropoldgicos realizados no antigo Egito. Os
pesquisadores observaram que as mumias apresentavam indicios de uso de hena em seus
cabelos, o0 que, consequentemente, levou esses antropélogos a deduzir que o0s egipcios usavam
a Lawsonia inermis (hena) misturada com agua quente, para produzir cor laranja-avermelhada
aos cabelos (LOYSON, 2011; YATSISHINA et al., 2020). Durante a monarquia inglesa, as
mulheres também utilizavam a hena ou até mesmo a decoccdo do ruibarbo (uma hortalica
comestivel), a fim de obter cabelos avermelhados, semelhantes ao ruivo natural da rainha
Elizabeth | (TIEGS et al., 2018).

Além da utilizacdo de plantas, varias substancias inorganicas exdgenas estao associadas
a modificacdo da coloracdo capilar. Elementos como cromo, cobre, cobalto e niquel sdo
utilizados para obter pigmentacdo verde, enquanto o ferro é empregado para alcangar a
coloragéo castanha e outros metais para produzir a cor cinza escuro (HOREV, 2004). Registros
antigos indicam que, na cultura romana, os homens tonalizavam seus cabelos utilizando pentes
de chumbo embebidos em vinho azedo, a fim de escurecer os cabelos grisalhos, assim como
obter um aspecto metalico aos fios. J& as mulheres romanas clareavam seus cabelos aplicando
lixivia seguida da exposicédo solar (HUEBER-BECKER et al., 2004; ELMANSOURI, 2023).

Com o passar do tempo, durante a idade moderna, o processo de clareamento tornou-se
popular, onde se usava uma mistura de enxofre negro, mel e alimen, associada a exposi¢do
solar. J& durante a renascenca, os italianos também clareavam seus cabelos por meio da
exposicdo solar, porém utilizando decocgdes de cinzas, para se obter o cobicado loiro veneziano
(KUSHWAHA; PANDEY; KUSHWAHA, 2021).

Assim, até ao ultimo terco do século XVIII a coloragdo capilar era fruto de misturas de
plantas e compostos metalicos. Entretanto, a partir de 1800 ocorreu 0 marco inicial da inddstria
sintética de corantes capilares, dada pelo relato do quimico Dr. August Wilhelm Von Hofmann
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sobre as propriedades do composto parafenilenodiamina (PPD) conferir tons de marrom aos
cabelos, ap6s exposicdo a um agente oxidante (LEWIS et al., 2013; JOSEPHY; ALLEN-
VERCOE, 2023).

Thiellay e o cabeleireiro parisiense Leon Hugot também contribuiram para o
desenvolvimento de tinturas capilares. Nestes casos, eles demonstraram, vantagens da
utilizacdo do perdxido de hidrogénio para o clareamento de cabelo, ao invés da aplicacdo das
solucdes alcalinas da epoca (WOLFRAM, 2016). A descoberta do peroxido de hidrogénio teve
uma ampla repercussao acerca da sua eficiéncia e, devido a isso, € utilizado como oxidante base
de preparac@es de tinturas capilares até os dias atuais (CORBETT, 1999; ZANONI, 2017).

Em 1907, o quimico Eugene Schueller, fundador da L’Oreal, desenvolveu uma tintura
sintética denominada “Aureole”, que se tornou a primeira tintura capilar comercializada.
Posteriormente, em 1931, Lawrence M. Gelb lan¢ou o primeiro xampu tonalizante, denominado
“Clairol”, um produto de tingimento mais eficiente, devido a auséncia de agentes oxidantes
(WOLFRAM, 2016; MARSH et al., 2017).

Com os avancos na area quimica, houve uma intensificacdo no uso de tinturas capilares,
sendo hoje uma pratica mundialmente divulgada e usada. De acordo com a IARC (2010), 50 a
80% das mulheres dos Estados Unidos, da Uni&o Europeia e do Japao tém seus cabelos tingidos.
No Brasil, cerca de 26% da populacéo faz uso de tinturas de cabelo, sendo que desses, 85% séo
mulheres e 15% homens (INMETRO, 2017).

De acordo com dados da Associacdo Brasileira da Industria de Higiene Pessoal,
Perfumaria e Cosméticos (ABIHPEC), o mercado nacional de tinturas capilares também possui
foco nas exportacdes. O Brasil exporta artigos de higiene pessoal para mais de 40 paises, sendo
que cerca de 75% das exportacGes destinam-se a paises da América do Sul (ABIHPEC, 2012;
ABIHPEC, 2021).

A utilizacdo de tinturas capilares se tornou uma ferramenta de transformacéao da aparéncia
pessoal, mas que também compBe uma area muito importante da industria de cosméticos
(TIEGS et al., 2018). Devido a esta grande demanda, as industrias enfrentam um grande desafio
diério para oferecerem produtos cada vez mais eficazes, de alta fixacdo e duracdo da cor e
grande variedade de tonalidades (MOREL; CHRISTIE, 2011). Mais recentemente, h4 uma
grande preocupacéo, quanto a seguranca dos produtos, tanto para 0 meio ambiente quanto para
a saude humana (LORENZON; FACCIO, 2022). Porém, essa preocupacao referente ao risco
das tinturas para a satde humana ndo é recente. No Brasil, a autoridade regulamentadora desta
classe de produto (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA) estabelece uma

avaliacdo prévia acerca da seguranca do cosmético, antes de sua liberagcdo para o mercado. Ou
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seja, o fabricante é responsavel pela seguranca do produto cosmético, declarando que possui
dados comprobatorios que atestem a eficacia e seguranga dos mesmos (IMETRO, 2017).

3.2 Toxicidade e tipos de coloracdes capilares

Este topico esta detalhadamente apresentado no Artigo 1, intitulado "Aspectos
ecotoxicoldgicos das tinturas capilares”, constituindo-se em uma revisdo exploratoria da
literatura cientifica, acerca das tinturas capilares, seus impactos a saide humana e ao meio

ambiente.

3.3 Bioindicadores de ensaios ecotoxicoldgicos in vivo
Os ensaios ecotoxicologicos, realizados com biossensores, desempenham um papel
fundamental para o diagndstico de qualidade ambiental, por isso sdo considerados ferramentas
essenciais para compreender os efeitos dos contaminantes em ambientes especificos e 0s
possiveis impactos causados por eles (DORNFELD et al., 2000; ESPINDOLA; BRIGANTE;
DORNFELD, 2003; HALMI, 2016). Assim, entende-se que estes organismos atuam como
indicadores bioldgicos, que fornecem informacdes valiosas sobre a qualidade do ambiente e a

presenca de substancias toxicas.

3.3.1 Bioindicadores vegetais

Os bioindicadores vegetais sdo reconhecidos e validados pela Organiza¢gdo Mundial de
Saude (OMS) como eficientes modelos para avaliacdo do potencial fitotdxico e citogenotoxico
(PALMIERI et al., 2016). Os bioindicadores Allium cepa (LEME; MARIN-MORALES, 2009;
BIANCHI et al., 2016; HARA; MARIN-MORALES, 2017; PAMPLONA-SILVA;
GONCALVES; MARIN-MORALES, 2018; SOMMAGGIO et al., 2018; CARITA;
MAZZEO; MARIN-MORALES, 2019) e Lactuca sativa (SOBRERO; RONCO, 2004,
CHARLES et al., 2011; BAGUR-GONZALEZ et al., 2011; PRIAC; BADOT; CRINI, 2017;
ARAGAO et al., 2021) sdo descritos na literatura cientifica como organismos eficazes para
avaliacdes de contaminantes ambientais.

O sistema-teste A. cepa € considerado um excelente bioindicador toxicologico,
reconhecido pelo Programa Internacional de Seguranca Quimica (IPCS) e pelo Programa das
NacOes Unidas para o Meio Ambiente (PNUMA), que o certificaram como um método padréo
para monitorar a genotoxicidade de poluentes ambientais (GRANT, 1982; GRANT, 1994; MA

et al., 1995). Sendo assim, essa espécie se tornou a mais indicada como material-teste padréo
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pela “Royal Swedish Academy of Science” (FISKESJO, 1985) e pelo “Gene-Tox Program”
(GRANT, 1982).

Devido a sua sensibilidade e exatiddo deste teste, A. cepa € caracterizada como um
bioindicador ideal para um primeiro screening de citogenotoxicidade de recursos hidricos
contaminados, produtos quimicos, dejetos industriais e substancias complexas (CUCHIARA,;
BORGES; DOBROWS, 2012). Além disso, este sistema possui outras vantagens como, cinética
de proliferacdo rapida, que confere rapido crescimento de suas raizes; grande numero de células
em divisao; alta tolerancia a diferentes condicdes de cultivo; disponibilidade durante o ano todo;
baixo custo e facil manuseio, devido ao seu nimero de cromossomos reduzidos (2n = 16) e de
grande tamanho (LEME; MARIN-MORALES, 2009; BIANCHI; ESPINDOLA; MARIN-
MORALES, 2011; NUNES et al., 2011; HERRERO et al., 2012; MAZZEO et al., 2015;
HARA; MARIN-MORALES, 2017; SOMMAGGIO et al., 2018; CARITA; MAZZEO;
MARIN-MORALES, 2019).

De acordo com Grant (1982), este modelo in vivo € indicado para ser usado em
avaliacdes de efeitos toxicos de poluentes ambientais, por conferir resposta rapida da acédo do
contaminante e por permitir que suas raizes crescam em contato direto em qualquer amostra de
interesse. O autor descreve algumas caracteristicas especificas vantajosas deste sistema: (I)
clara fase mitotica; (II) numero estavel de cromossomos; e, (I1l) rara ocorréncia de danos
espontaneos. Além das razGes expostas, 0 amplo uso do sistema teste A. cepa se da pelo fato de
constituir um sistema conveniente, tanto para parametros macroscépicos (crescimento e
deformidade), quanto para parametros microscépicos (alteracdes cromossémicas e formacéo de
micronucleos) (AMARAL, 2007).

Devido a isto, 0 bioindicador A. cepa possui confiabilidade e equivaléncia com 0s mais
conceituados testes de citogenotoxicidade. De acordo com Fiskesj6 (1985), uma substancia que
induz danos ao sistema-teste de A. cepa também pode ocasionar danos biol6gicos em outros
organismos (CHAUHAN et al., 1999; RANK; NIELSEN, 2005; TEIXEIRA et al., 2003).
Perante isto, Carita e Marin-Morales (2008) descrevem A. cepa como um bioindicador de
grande sensibilidade e boa correlagdo com sistemas-teste de mamiferos (DOS REIS et al.,
2017).

Diversos estudos tém utilizado o sistema-teste de A. cepa como uma técnica muito eficaz
para determinar a toxicidade e os niveis de poluicdo do meio ambiente (LIMAN et al., 2010;
BIANCHI; ESPINDOLA; MARIN-MORALES, 2011; NUNES et al., 2011; HERRERO et al.,
2012), pois € possivel levantar informacBes acerca da citotoxicidade, genotoxicidade e
mutagenicidade de varias substancias (GRANT, 1982; FISKESJO, 1985).
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A citotoxicidade de uma substancia pode ser estimada por meio do indice mitético (IM),
indice este dado pela razdo entre as células em divisdo celular e o nimero total de células
meristematicas observadas. As alteracGes nesse parametro, como a sua diminui¢do, podem
indicar que a substancia-teste interfere nos processos de crescimento e desenvolvimento. Por
outro lado, IM elevado sugere um aumento na taxa de divisdo celular, cujo descontrole pode
ocasionar a formagdo de tumores (HOSHINA; MARIN-MORALES, 2009). As alteracoes
cromossémicas e nucleares (AC) podem ser analisadas em células meristematicas do vegetal
em qualquer fase do ciclo celular e, de acordo com o tipo predominante encontrado durante as
analises, pode-se inferir o modo de acdo do agente investigado (aneugénico e/ou clastogénico)
(VIDAKOVIC-CIFREK et al., 2002).

O bioensaio com Lactuca sativa, uma hortalica comumente conhecida como alface, é
amplamente utilizado em testes de fitotoxicidade (DING et al., 2009) e genotoxicidade
(MONTEIRO et al., 2009; EOM et al., 2007). Este vegetal apresenta caracteristicas
citogenéticas estaveis e bem definidas, como o nimero de cromossomos reduzidos (2n = 18) e
de grande tamanho (CAMPOS et al., 2008; ).

Sendo assim, o teste com esta espécie é caracterizado como simples, confidvel, sensivel,
econdmico, de germinacdo rapida, homogénea, crescimento linear insensivel as diferencas de
pH em ampla faixa de variacdo e insensibilidade aos potenciais osmoticos das solugdes
(GONCALVES; COELHO; CAMILI, 2016). De acordo com Pelegrini et al. (2009), as
sementes de alface constituem excelentes materiais bioindicadores da toxicidade de efluentes,
pois este organismo-teste possui alta sensibilidade ao estresse quimico, 0 que assegura a
reprodutibilidade do ensaio.

Com isto, os bioensaios que utilizam L. sativa tém sido preconizados e aplicados por
diversas agéncias de protecdo ambiental (OECD, 1984; USEPA, 1989), como o National Water
Research Institute, que recomenda a utilizacdo deste bioindicador em testes de toxicidade de
efluentes, solos ou sedimentos (DUTKA, 1989).

O teste consiste em expor sementes de L. sativa a0 composto potencialmente toxico,
para posterior anélise da inibi¢do do processo germinativo e do grau de alongamento das raizes
(PALMIERI et al., 2016). Tais parametros fornecem indicacdes do grau de toxicidade do

composto, podendo indicar seus possiveis efeitos biologicos deletérios.

3.3.2 Bioindicadores aquaticos
Na érea da toxicologia aquética, os microcrustaceos, como por exemplo Daphnia similis

e Artemia salina, sdo amplamente utilizados em avaliagdes ecotoxicoldgicas. A D. similis,
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também conhecida como pulga d'dgua, € um microcrustaceo bentdnico de &gua doce,
pertencente a subordem Cladocera da familia Daphniidae. Esta espécie é considerada um dos
organismos mais significativos, quantitativamente, em corpos hidricos superficiais (RUPPERT;
FOX; BARNES, 2005; ZAGATTO; BERTOLETTI, 2006).

Estes invertebrados séo filtradores suspensivoros que se alimentam de particulas em
suspensdo, como bactérias, fitoplancton e detritos. Possuem tamanho médio de 0,5 a 5,0 mm
de comprimento (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2006) e possuem uma carapaca que funciona
como uma camara incubadora dorsal. Este organismo-teste possui dois pares de apéndices
sensoriais: um primeiro par de antenas pequenas, com pelos sensitivos, e um segundo par de
antenas maiores, que sao a principal estrutura de locomocéo, permitindo a realizagao de "saltos"
(RUPPERT; FOX; BARNES, 2005) (Figura 1). A captacdo dos alimentos se da por
movimentos das cerdas, que atuam como peneiras para reter o alimento presente na agua. O
alimento preso nas cerdas é transferido para a boca, onde é triturado pelas mandibulas e
encaminhado para o trato digestivo. O tempo de retencdo do alimento no trato digestivo varia
de 30 minutos a trés horas (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2006).

Figura 1- Exemplificagdo da Daphnia similis

Fonte: ABNT NBR 12713/2016

D. similis apresenta um ciclo de vida de curto. Sua reproducdo se dé, preferencialmente,
por partenogénese. Nesse tipo de reproducéo, a populacdo é composta, exclusivamente, de
fémeas. O desenvolvimento é direto e ocorre na camara incubadora dorsal. Apds a eclosdo da
prole, a fémea passa por ecdise e realiza uma nova desova na cadmara incubadora. A presenca
de machos na populacéo esté relacionada a fatores ambientais, como varia¢Ges de temperatura,

escassez de alimento e alta densidade populacional. Com a presenca de machos, ocorre a
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reproducédo sexuada, e as fémeas comegam a produzir ovos de resisténcia, que séo liberados e
armazenados em um efipio, uma cépsula quitinosa protetora. Esses ovos de resisténcia sao
capazes de sobreviver a condicOes adversas, como dessecacdo e congelamento, e servem como
uma forma de dispersdo para os cladoceros (ABNT, 2004; KNIE; LOPES, 2004; RUPPERT;
FOX; BARNES, 2005).

A utilizacdo de D. similis como bioindicador da qualidade de recursos hidricos se deve
a sua alta sensibilidade a acédo sinergistica de substancias presentes na agua. Além disso, 0s
ensaios de toxicidade aguda sdo experimentos de curta duracdo, que proporcionam respostas
rapidas na avaliacdo dos efeitos toxicos de produtos quimicos, contaminantes de ambientes
aquaticos (COSTA et al., 2008; MAGALHAES; FERRAO-FILHO, 2008). Com esses ensaios,
é possivel determinar a concentracao de um agente toxico, que causa um efeito adverso em 50%
dos organismos testados, em determinado periodo de exposi¢do, geralmente entre 24 a 96 horas.
E comum calcular, em ensaios com invertebrados, a CEso, isto €, a concentracio média efetiva
capaz de imobilizar/matar metade da populagéo exposta, sendo expressa em concentracdo da
substancia-teste e duracdo do ensaio. Assim, estes ensaios fornecem informac6es fundamentais
gue podem ser utilizadas em estudos mais especificos, como ensaios de toxicidade crénica e
avaliacdo de risco ecotoxicologico (GHERARDI-GOLGSTEIN et al., 1990; JANSSEN;
HEIJERICK, 2003; OLIVI et al., 2008).

Aléem de D. similis, outros microcrustaceos também sdo utilizados em ensaios
ecotoxicoldgicos. A espécie Artemia salina, comumente conhecida como camardo de salobra
(brine shrimp), é um invertebrado halo6filo (que vive em aguas salinas) com representatividade
importante nesses ecossistemas. Esses organismos sdo conhecidos por sua capacidade
adaptativa de viver em uma ampla gama de variagdes ambientais (KANWAR, 2007,
BARAHONA; SANCHEZ-FORTUN, 1999).

Esses crustaceos sdo capazes de sobreviver em condicdes de baixa disponibilidade de
oxigénio, podendo habitar 4guas com teores de O2entre 1 e 2 mg/L. A faixa de temperatura
ambiente Gtima, para esses organismos, varia de 25 a 28 °C, sendo capazes de tolerar
temperaturas acima de 35 °C, porém ndo sobrevivem em temperaturas abaixo de 5 °C. Na fase
juvenil, apresentam fototropismo positivo, mas, & medida que crescem, a reacdo a luz se torna
negativa. A alimentacdo ocorre por meio da filtracdo de dgua, com a capacidade de ingerir
particulas de alimento com dimensdes entre 5 e 50 um (VEIGA; VITAL, 2002; NUNES et al.,
2006) (Figura 2).
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Figura 2- Exemplificacdo de nduplio Artemia salina nas fases Il e I11.

Fonte: ABNT NBR 16530/2016.

As artémias, devido a sua ampla distribuicdo, facilidade de obtencdo de seus cistos,
auséncia de necessidade de manutencdo das culturas, alta fecundidade, reproducdo por
partenogénese e tamanho corporal pequeno, tem sido usada, desde a década de 1950, em testes
de toxicidade para uma ampla variedade de produtos, como agrotoxicos, petroguimicos,
dispersantes, metais pesados, metabdlitos de microrganismos e produtos carcinogénicos
(MICHAEL et al., 1956; CALOW, 1993; VEIGA,; VITAL, 2002). O teste de toxicidade aguda
com este bioindicador é de abordagem rapida, de baixo custo e que requer uma pequena
quantidade de amostra. O objetivo desse teste é avaliar a relacdo entre a taxa de sobrevivéncia
das larvas e a concentragdo da substancia ou da amostra testada. Para obter resultados
confidveis, é fundamental que as larvas sejam mantidas em condicdes ideais de crescimento,
incluindo temperatura entre 25 e 35 °C, salinidade em torno de 3,2% e pH levemente alcalino,
em torno de 8,0 (MEYER et al., 1982).

Estudos realizados por Nunes et al. (2006) destacam a vantagem da tolerancia natural
desses microcrustaceos, em relacdo a outras espécies menos adaptadas as variagcdes abidticas
do ambiente. Ha diversos estudos que utilizaram A. salina para testar a toxicidade de inseticidas
(SANCHEZ-FORTUN; BARAHONA, 2009), extratos de plantas (PARRA et al., 2001),
metabolitos fingicos (GONZALEZ et al., 2007; NIETO et al., 2008), toxinas produzidas por
cianobactérias (BEATTIE et al., 2003) e corantes (MANAL et al., 2005; SOUZA et al., 2007;
PALACIO et al., 2009; AYED et al., 2011; DOJCINOVIC et al., 2011; STAMBOLOVA et
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al., 2012). Esses estudos evidenciam a versatilidade desses organismos e a possibilidade de
utiliza-los em testes toxicologicos com diferentes compostos.

Outro bioindicador aquatico amplamente utilizado € o peixe Danio rerio, popularmente
conhecido como paulistinha ou zebrafish, tem se consolidado como um organismo modelo
amplamente reconhecido para a investigacdo da toxicidade de contaminantes presentes na agua.
Cada vez mais, o zebrafish tem sido utilizado como ferramenta alternativa para a avaliacéo de
compostos e amostras ambientais potencialmente toxicas, como agrotoxicos, farmacos, metais
pesados, micro e nanoplasticos (HORZMANN et al., 2018; ALESTROM et al., 2020).

O zebrafish também se destaca por sua notavel versatilidade quanto aos seus
biomarcadores, pois € possivel executar avaliacbes de desenvolvimento, imunotoxicidade,
genotoxicidade, = mutagenicidade,  neurotoxicidade, = embriotoxicidade,  alteracGes
comportamentais, toxicidade reprodutiva, desregulacdo enddcrina, além de estresse oxidativo e
alteracbes metabdlicas (HILL et al., 2005; GONCALVES et al., 2020). Consequentemente,
observa-se um aumento exponencial no ndmero de publicagdes cientificas que envolvem o
zebrafish em suas pesquisas (CASSAR et al., 2016).

Outra vantagem na utilizacdo do Danio rerio como organismo-teste, € 0 Seu uso na
avaliacdo de amostras ambientais, pois sao necessarios poucos exemplares para realizacdo dos
ensaios e € possivel considerar a ocorréncia de diferentes vias de exposicao. A via dérmica é
uma das vias sugeridas para serem utilizadas nas avaliacGes, por estar exposta durante todo o
periodo de analise, independente da fase do desenvolvimento apos a ecloséo, e a oral, devido a
abertura da cavidade bucal também estar em constante exposicao no meio aquatico (KIMMEL
etal., 1995).

Esta espécie de peixe de agua doce tropical pertence a familia Cyprinidae e é nativa da
regido sul da Asia e india. Os adultos podem atingir até 5 cm de comprimento e, em geral, 0
animal apresenta dimorfismo sexual, ou seja, caracteristicas fenotipicas distintas entre 0s sexos,
distinguindo-se machos e fémeas pela forma e cor do corpo (NASIADKA et al., 2012). Os
machos apresentam a regido ventral mais lisa, enquanto as fémeas exibem esta regido mais
proeminente, arredondada e prateada (NASIADKA et al., 2012; GOODWIN et al., 2016). Além
disso, os machos possuem uma tonalidade dourada entre as listras azuis ao longo do corpo,
especialmente nas nadadeiras caudais. Nas fémeas, as listras azuis séo alternadas com listras
prateadas e sua nadadeira dorsal apresenta um tom amarelo mais intenso (NASIADKA et al.,
2012; NAGEL, 2002; SCHOLZ et al., 2008) (Figura 3).
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Figura 3- Dimorfismo sexual em zebrafish

A- Adulto macho e B- Adulto fémea. Fonte: Adaptado de Avdesh et al. (2012).

O ciclo reprodutivo do zebrafish € uma caracteristica atrativa para a sua utilizacdo em
testes toxicologicos, pois esse organismo tem uma alta taxa de reproducdo e um répido
desenvolvimento até a fase adulta (aproximadamente 3 a 4 meses), apos a fertilizacdo (SPENCE
et al., 2008). Os embrides passam pelos estagios larval, juvenil e adulto, sendo que o larval é
iniciado apds a eclosdo do ovo, que ocorre entre 48 e 72 horas pés-fertilizacdo. Em 24 a 48
horas, apds a eclosdo, ocorre a inflacdo das bexigas natatorias larvais e, em cerca de 5 dias, a
organogeénese € concluida (SCHOLZ et al., 2008). A transparéncia dos ovos e das larvas é uma
caracteristica adicional, que torna o zebrafish vantajoso como organismo-teste, pois essa
permite 0 acompanhamento do processo de desenvolvimento por horas ou até mesmo dias, apos
a fertilizacdo (NAGEL, 2002; SPENCE et al., 2008).

O zebrafish, por ter um perfil metabdlico conservado e semelhante ao de humanos, tem
sido muito utilizado em pesquisas que visam avaliar o metabolismo de xenobiontes com
relevancia toxicologica (ANSELMO et al., 2018; HORZMANN et al., 2018). Devido a
complexidade fisioldgica, singularidade no desenvolvimento e adequagdo em testes in vitro e
in vivo, o zebrafish tem sido fundamental na aplicacdo de métodos alternativos bem
estabelecidos e reconhecidos pela Organizacdo para a Cooperagdo e Desenvolvimento
Econdmico (OECD) (OECD, 2013; KAWAKAMI et al., 2016; SOBANSKA et al., 2018).

O genoma do zebrafish € bem mapeado e exibe uma taxa de 70% de homologia com 0s
genes humanos, o que permite a extrapolacdo dos resultados obtidos com este organismo para
a espécie humana (KIMMEL et al., 1995; NAGEL, 2002; SCHOLZ et al., 2008; SPENCE et
al., 2008; TEIXIDO et al., 2013). Além disso, esse organismo apresenta grande relevancia para
estudos de biologia do desenvolvimento de vertebrados, especialmente devido a similaridade
fisiol6gica dos sistemas cardiovascular, nervoso e digestivo (NAGEL, 2002).

3.4 Bioindicadores de ensaios ecotoxicologicos in vitro
As linhagens celulares de mamiferos tém sido reconhecidas com eficientes modelos a
serem usados em avaliacGes toxicoldgicas, devido a similaridade que apresentam na
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organizacdo do material genético, comparado com sistemas in vivo. Além disso, esses modelos
oferecem facilidade na padronizacdo das condigdes dos ensaios (RABELLO-GAY, 1991), alta
reprodutibilidade, sensibilidade elevada, rapidez na obtencdo dos resultados, bom custo-
beneficio (ROGERO et al., 2003) e demanda de pequenas quantidades de amostras para a
realizacdo dos testes, 0 que atende as questdes éticas de experimentacdes animal, no &mbito da
pesquisa (CARVALHO, 1996). Portanto, de acordo com Rogero et al. (2003), s&o modelos que
trazem uma alternativa viavel para substituir o uso de animais em testes conduzidos em
laboratorio.

Dentre as linhagens celulares usadas na avaliacéo da toxicidade de compostos, destaca-
se as células HepG2/C3A, um subclone patenteado da linhagem de hepatdcitos humanos
HepG2. Esta linhagem mantém as caracteristicas bioldgicas do figado humano adulto, pois
apresentam atividade enzimatica de metabolizacdo de xenobidticos similar, ou um pouco mais
baixa, que a atividade regular in vivo. Sendo assim, devido a sua competéncia metabdlica, a
linhagem celular HepG2/C3A tem sido utilizada em diversos ensaios de citogenotoxicidade
(CHEN et al., 2001).

A citotoxicidade é um parametro importante que pode ser avaliado em células
cultivadas, pois demonstra o efeito de um contaminante sobre a viabilidade celular. O teste de
viabilidade celular é, frequentemente, utilizado como um teste preliminar de avaliacdo da
relacdo dose-resposta da substancia ou amostra investigada. Para dar continuidade a outros
ensaios com a cultura celular, como avaliacdo de genotoxicidade e mutagenicidade, é necessaria
a certificacdo de uma viabilidade celular maior ou igual a 80%, 0 que torna os testes prévios de
citotoxicidade uma exigéncia fundamental na analise (KOMISSAROVA, SAHA, ROSSMAN,
2005). Dentre os testes de citotoxicidade, dois deles sdo amplamente conhecidos: o ensaio de
exclusdo do azul de Tripan e o teste do MTT.

O teste de citotoxicidade, realizado com o corante azul de Tripan, € um teste
colorimétrico que avalia a integridade da membrana celular. Neste teste, como as células viaveis
sdo impermeaveis ao corante, elas ndo se coram, enquanto que as células lesadas ou mortas sdo
permeéveis e ele, portanto adquirem a coloracdo azulada (FRESHNEY, 2005). Esta técnica é
relativamente barata e efetiva para avaliar agentes toxicos que causam rompimento da
membrana plasmatica, portanto indicativos de indugdo de morte celular. Ja o teste do MTT,
outro ensaio também colorimétrico, € utilizado para avaliar a citotoxicidade de compostos
isolados ou misturas. Este se baseia no metabolismo celular, cujas células ativas absorvem o sal
MTT (3-(4,5-dimethylthiazolil-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) e o reduzem a cristais
de formazan (1-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-3,5-difenilformazan), dentro das mitocondrias,
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induzindo uma mudanga de coloracdo amarela para roxa. O sinal gerado é dependente do grau
de ativacdo celular, ou seja, no final da reacdo é possivel inferir a quantidade de formazan
gerada, que é proporcional a quantidade de células vivas, avaliacdo esta realizada em
espectofotdometro (HOLST; OREDSSON, 2005). Vérios autores tém utilizado testes de
citotoxicidade para monitorar a qualidade ambiental e viabilizar ensaios mais elucidativos,
como o teste do micronucleo (MN) e o ensaio do cometa (BIANCHI; CABRAL-DE-MELLO;
MARIN-MORALES, 2016; MAZZEO; FERNANDES; MARIN-MORALES, 2016;
SOMMAGIO et al., 2018).

De acordo com Mazzeo et al. (2013), as linhagens celulares de mamiferos tém sido
amplamente utilizadas em avaliacdes do potencial genotoxico e mutagénico de poluentes
ambientais. O teste do MN com blogueio de citocinese é um teste validado e padronizado para
uso em estudos de toxicologia (VRAL; FENECH; THIERENS, 2011). De acordo com Heddle
et al. (1983), este teste permite inferir o tipo de a¢do do agente avaliado (clastogénica ou
aneugénica). Deste modo, o teste do MN vem sendo utilizado em avaliagdes do potencial
genotoxico e mutagénico de amostras e contaminantes ambientais (BOETTCHER et al., 2010;
BIANCHI; CABRAL-DE-MELLO; MARIN-MORALES, 2016; MAZZEO; FERNANDES;
MARIN-MORALES, 2016; HARA; MARIN-MORALES, 2017).

Os micronucleos sao estruturas circulares, encontradas no citoplasma das células,
compostas por cromatina nuclear, cujo tamanho varia entre 1/5 a 1/20 do tamanho do nucleo
principal da célula. Em geral, os MN sdo resultantes de fragmentagdo cromossomica,
(fragmentos acéntricos) ou de cromossomos inteiros que se perderam durante o processo de
divisdo celular e ndo foram reincorporados em nenhum dos nucleos das células filhas. Essa
estrutura, geralmente se mantem altamente condensadas (AL-SABTI; METCALFE, 1995). O
ensaio do MN é realizado, com sucesso, em diferentes culturas celulares (FENECH, 2000),
como HTC (COSTA et al., 2008), HepG2 (MIYAJl et al., 2006) e HeLa (JAGETIA; ARUNA,
2003). A presenca de micronticleo em uma célula geralmente ¢ um indicativo de instabilidade
gendmica e de danos cromossdmicos (LAJMANOVICH et al., 2014), uma vez que eles
aparecem quando os danos nao foram reparados ou reparados erroneamente nas células
parentais, durante a divisdo celular.

Uma outra abordagem frequentemente utilizada em avaliacdo do potencial genotoxico
de amostras ambientais, por linhagens celulares, é o ensaio do cometa (KAMER; RINKEVICH,
2002; BOETTCHER etal., 2010; MANZANO et al., 2015). De acordo com Singh et al. (1988),
0 ensaio do cometa é uma técnica capaz de detectar diferentes tipos de danos no DNA, como

quebras de fita simples ou dupla, lesbes de sitios alcali-labeis, locais incompletos e crosslinks



Revisao de Literatura 36

(BRIANEZI; CAMARGO; MIOT, 2009). No entanto, para maximizar a detec¢do de sitios
alcali-labeis e quebras de fita simples de DNA, é recomendada a utilizacdo de pH elevado (pH
> 13) nos ensaios (TICE et al., 2000).
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Caracteristica da tintura capilar utilizada no estudo

Neste estudo foi utilizada a tintura capilar castanha (Color Touch, codigo 5/0). A escolha
desta tonalidade de deu por esta ser uma das mais utilizadas nos salGes de beleza brasileiros.
Esta tintura, de acordo com o fabricante, é considerada como tintura semipermanente, mas suas
caracteristicas quimicas, conforme descricéo da literatura cientifica, a enquadram como tintura
permanente. Os componentes desta tintura capilar comercial estdo dispostos na Tabela 1
(também divulgada como material suplementar no artigo 4 da tese, intitulado “Toxicity of
Beauty Salon Effluents Contaminated with Hair Dye on Aquatic Organisms” e publicado no

periddico Toxics).

Tabela 1 - Componentes da tintura capilar castanha avaliada no presente estudo.

Agua Hidroxietilamido - 3,4 -
Alcool cetoestearilico metilemedioxianililina HCI
Etanolamina Resorcinol
Lauriléter Sulfito de sédio
Lauril éter sulfato de sodio M-Aminofenol
Monoestearato de glicerol Acido ascorbico
2,5-Diaminotolueno EDTA- Fosfato dissodico
Sulfato de s6dio Queratina hidrolizada
Alcool miristilico 2-metilresorcinol
Lauril sulfato de sodio Dioxido de titanio (C1 77891)
Cera de abelha Hexil cinamaldeido
Isotionato de cocoyl de sédio Limoneno
Perfume Benzoato de benzilo
Pigmento cintilante / perolado Fenilenodiaminas (Diaminotoluenos)
1-naftol

Fonte: Rotulo do produto.

4.2 Obtencao e processamento dos efluentes para uso nos bioensaios

Os efluentes gerados em saldo de beleza foram obtidos junto a um profissional da area
de estética capilar da cidade de Rio Claro/SP, Brasil, que, cordialmente cedeu as amostras do
estudo.

A tintura capilar castanha foi aplicada nos cabelos, de acordo com as instruces do
rotulo do produto cosmético. O preparo do produto a ser aplicado nos cabelos dos clientes
consistiu de uma associacdo da tintura capilar (40 g) e agua oxigenada 40 volumes (40 mL). A

mistura desses ingredientes permaneceu por 40 minutos na cabeca do cliente. ApoOs esse
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periodo, a tintura foi retirada da cabeca, por lavagem com agua de torneira, até a remogéo
completa da tintura ndo fixada. Essa dgua da lavagem do cabelo foi coletada e caracterizada
como efluente da tintura (ET). Foi realizada também uma coleta de outro efluentes da lavagem
dos cabelos tingidos que continha, além dos residuos da tintura, residuos de xampu e de
condicionador, caracterizando a amostra de lavagem completa (dgua de torneira, para a remocao
prévia da tintura ndo fixada, xampu e condicionador, para a complementacdo da lavagem
capilar), denominada como efluente completo (EC). Esse processo foi realizado,
simultaneamente, em duas diferentes voluntarias, o que resultou em apenas uma amostragem
de cada efluente citado. Ambos os efluentes foram coletados diretamente da saida do lavatorio,
no momento da lavagem capilar de cada processo.

As amostras dos dois efluentes foram previamente filtradas em papel filtro qualitativo
(gramatura 80 g/m? e didmetro 9 cm), para a retirada de residuos grosseiros (ex.: fios de
cabelos). Separadamente, os efluentes foram adequadamente armazenados em galdes,
devidamente identificados e estocados em freezer (-10°C), com o intuito de evitar a degradacgéo
de seus componentes, até a montagem dos experimentos. Para alguns bioensaios, os efluentes
passaram por filtracGes especificas, feitas no dia da realizacdo dos experimentos. Os bioensaios
com Allium cepa e Lactuca sativa foram realizados de duas formas: com o efluente filtrado,
como descrito acima, e com filtragem adicional em filtro de fluoreto de polivinilideno (PVVDF),
de 0,45 um de poro. Nos bioensaios com a linhagem celular HepG2/C3A, os efluentes passaram
por filtragem adicional em membrana de 0,22 um, necessaria para evitar contaminacao
microbioldgica da cultura. Os ensaios com Danio rerio, Daphnia similis e Artemia salina foram

realizados com as amostras armazenadas, sem filtragGes adicionais.

4.3 Lavagem das vidrarias para realizacdo dos bioensaios

Todas as vidrarias utilizadas para a realizacdo dos bioensaios (frascos e placas de Petri)
foram devidamente higienizadas, estabelecendo-se um processo de lavagem composto por
diversas etapas. Inicialmente, as vidrarias foram submergidas em &gua destilada e detergente
Extran® (Merck, Alemanha), onde foram mantidas “overnight”. Em seguida, foram lavadas em
agua corrente, até a retirada completa dos residuos do detergente.

Posteriormente, as vidrarias foram colocadas em estufa a 37 °C, onde permaneceram até
a secagem completa. Apos este processo, foram colocadas em agua destilada e, novamente,
mantidas em estufa, nas mesmas condicOes descritas anteriormente. As vidrarias secas foram
submetidas a uma desinfec¢cdo com etanol P.A., sequindo, novamente, por uma secagem em

estufa. Em seguida, repetiu-se a imersao em agua destilada e, mais uma vez, foram secas em
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estufa. Ao final, as vidrarias foram borrifadas com acetona P.A., para a retirada de eventuais

residuos organico, sendo, a seguir, secas em estufa.

4.4 Delineamento experimental

Os materiais usados e avaliados, bem como os métodos aplicados neste estudo estdo
resumidamente apresentados na Figura 1 e, detalhadamente, apresentados nos trés primeiros
artigos, que fazem parte dos resultados desta tese.
Figura 4- Delineamento experimental da avaliacdo ecotoxicogenética dos efluentes de saldo de

beleza, contaminados com residuos de tintura capilar

IM, 1Gen
. (meristema)
—| Alliumcepa |-
— IMutF1
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Genotoxicidade
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<
wo | Efeitos
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X
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=
L Analise fisico-quimica

| CARACTERIZACAO
DAS AMOSTRAS Analise
espectrofotométrica

IM: indice mitético; 1Gen: indice de genotoxicidade; TF: taxa de fitotoxicidade: TG:
porcentagem relativa de germinacdo. Fonte: elaborado pela autora.
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4.5 Bioindicadores in vivo
4.5.1 Bioindicadores vegetais
Foram desenvolvidos ensaios de citotoxicidade (indice mitotico), genotoxicidade
(alteragBes cromossdmicas e presenca de micronucleos) com sementes de Allium cepa (2n=16),
variedade Baia Periforme, e ensaios de fitotoxicidade com sementes de Lactuca sativa (2n=
18), variedade crespa Grand Rapids. Ambas as sementes utilizadas sdo isentas de defensivos e

foram obtidas junto & empresa Isla Sementes Ltda® (Porto Alegre/RS, Brasil).

4.5.2 Bioindicadores aquaticos

4.5.2.1 Artemia salina
As larvas de A. salina (nauplios) foram obtidas por meio da eclosdo de cistos
selecionados e embalados a vacuo (Artemia salina do RN®, Brasil), adquiridos em uma loja de

aquarismo da cidade de Rio Claro/SP.

4.5.2.2 Daphnia similis

Os individuos de D. similis, utilizados nos ensaios de toxicidade aguda, foram obtidos
a partir de culturas mantidas no Laboratorio de Ensino e Pesquisa de Toxicidade de Aguas, do
Departamento de Biologia Geral e Microbiologia da UNESP, Campus de Rio Claro/SP.

4.5.2.3 Danio rerio

As matrizes utilizadas para obtencéo dos ovos de Danio rerio foram obtidas no Nucleo
de Avaliacdo do Impacto Ambiental sobre a Saide Humana (TOXICAM), vinculado ao
Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP, campus de
Botucatu/SP.

4.6 Bioindicador in vitro

A linhagem de hepatoma humano HepG2/C3A (ATCC CRL-10741) (BCRJ: 0291), um
clone derivado das células HepG2 (ATCC HB-8065, CRL-3581) (BCRJ: 0103), foi adquirida
junto ao Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ) e sdo mantidas em cultura no Laboratdrio
de Mutagénese Ambiental do Instituto de Biociéncias da UNESP, cdmpus de Rio Claro/SP.
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4.7 Andlises fisico-quimicas

As andlises fisico-quimicas, para determinacdo de temperatura, pH, condutividade,
turbidez, oxigénio dissolvido (OD), solidos totais dissolvidos (TDS) e salinidade, de ambos
efluentes (EC e ET), foram realizadas com a sonda multiparametro Horiba (Multi Water Quality

Checker U-50 Series, Kyoto, Japéo).

4.8 Andlise espectrofotométrica
A determinacdo da concentragdo da tintura capilar, associada ao perdxido de hidrogénio
(dgua oxigenada), presente nos efluentes estudados (EC e ET), foi realizada por analise

espectrofotometrica UV-Visivel, conforme descrito no Artigo 4.

4.9 Anélise estatistica
Todos os ensaios realizados passaram por analise estatistica correspondente, que podem

ser vistas, com detalhe, nos diferentes artigos apresentados no item 5. Resultados e Discussdes.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES
Os resultados e discuss@es pertinentes a esse estudo estdo apresentados na forma de

artigos:

Artigo 1 - Aspectos ecotoxicoldgicos das tinturas capilares- uma revisdo

Artigo 2 - Influéncia da Filtragdo em Membranas de PVDF na Redugéo da Toxicidade de

Efluentes de Saldes de Beleza

Artigo 3 - Avaliacdo da toxicidade residual de efluentes de tingimento capilar: impactos

na sallde humana e no meio ambiente

Artigo 4 - Toxicity of beauty salon effluents contaminated with hair dye on aquatic

organisms
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ARTIGO 1. ASPECTOS ECOTOXICOLOGICOS DAS TINTURAS CAPILARES - UMA

REVISAO

Leticia Cristina Gongalves *?, Matheus Mantuanelli Roberto?, Maria Aparecida Marin-
Morales?
1Departamento de Biologia, Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual Paulista
(UNESP), Av. 24-A, 1515, 13.506-900, Rio Claro, SP, Brasil.

2Centro Universitario da Fundagdo Herminio Ometto (FHO), Av. Dr. Maximiliano Baruto,
500, 13.607-339, Araras, SP, Brasil.

Resumo

As tinturas capilares sdo amplamente usadas em todas as faixas socioeconémicas e regides do
mundo, embora alguns estudos mostrem que esses produtos contém substancias
reconhecidamente toxicas nas suas formulages. Estas praticas de tingimento geram efluentes
que podem carrear a toxicidade das tinturas para 0 meio ambiente. Devido a estes fatos, existe
uma grande preocupagdo quanto aos impactos que esses produtos podem promover tanto ao
ambiente, quando a saude de seus usudrios e dos profissionais desta area da cosmetologia. O
presente estudo teve como objetivo compilar informagdes sobre os impactos e risco das
tinturas capilares para a saude humana e para 0 meio ambiente, por meio de uma revisao
exploratdria de estudos cientificos divulgados nos principais peridédicos indexados nas bases
de dados da PubMed, SciELO, Scopus, Google Scholar e MEDLINE. De acordo com a
literatura, os componentes das tinturas capilares podem induzir rea¢6es adversas nos sistemas
bioldgicos, que vdo desde irritacdes topicas reversiveis até efeitos sistémicos graves. Os
componentes desses produtos estdo frequentemente associados a diversos tipos de canceres
humanos, como os de mama, préstata, bexiga, pele, oculares e a tumores cerebrais. Além desta
acdo em humanos, as tinturas capilares também apresentam ecotoxicidade, que pode colocar
em risco a manutencdo dos ecossistemas eventualmente expostos a residuos desses produtos.
Os impactos ambientais citados sdo decorrentes de emisses de efluentes obtidos apds
sucessivas lavagens dos cabelos, para a retirada dos residuos de tinturas, que ndo ficaram
aderidas aos fios. As caracteristicas de biodegradacdo lenta ou ndo biodegradéveis dos
residuos das tinturas, dificulta a sua retirada das aguas residuais, pelos métodos convencionais
de tratamento de esgoto. 1sso pode levar ao acimulo desses residuos no ambiente e alteracfes
dos sistemas hidricos, que decorrem em impactos a vida aquatica, a fertilidade do solo e a
salde humana. Os dados sobre a toxicidade dos efluentes de tinturas capilares ainda sao
escassos e contraditorios, principalmente quanto aos efeitos de seus metabolitos. As
informagdes apresentadas neste estudo podem alertar para o desenvolvimento de mais estudos
qgue possam auxiliar nas tomadas de decisbes dos Orgdos publicos gestores, quanto a
necessidade de implementagdo de tratamento especificos de efluentes de saldes de beleza,
principalmente os relacionados com as atividades de tingimento capilar.
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Palavras-chaves: impactos ambientais; riscos a salde; contaminantes emergentes;
toxicidade; corantes capilares; metabdlitos de corantes.

1. INTRODUCAO

A tintura capilar possui uma crescente popularidade mundial, sendo usada por diferentes
faixas etarias e sexos, caracterizando um meio de identidade individual e de auto expressao
(KIM et al., 2012). Cerca de mais de um terco da populacdo feminina dos paises asiaticos,
assim como a regido europeia e norte-americana estao altamente expostos as tinturas capilares
(GAGO-DOMINGUEZ et al., 2001; VEDEL-KROGH et al., 2016). De acordo com a
Organizacdo Mundial da Saude (IARC, 1993 e 2010), houve um aumento de 35% para 50-
80% do uso de tinturas capilares por mulheres. Technavio (2015) também cita um aumento
(~5,6%) de uso de tinturas capilares entre jovens do sexo masculinos entre o periodo de 2013
-2014). O painel de dados de mercado da Associacdo Brasileira da Industria de Higiene
Pessoal, Perfumaria e Cosméticos (ABIHPEC) indicou que o uso mundial de tintura capilar
se intensificou ainda mais durante o periodo de pandemia do COVID-19, resultando em um
aumento de 5,8% de vendas em 2020, quando comparado com 2019 (ABIHPEC, 2021). As
mudancas das tendéncias de moda e estilos dos paises asiaticos, que se equiparam cada vez
mais as ocidentais, também vém aumentando a popularizacao dos tratamentos capilares. Esse
aumento tem impulsionado o crescimento deste setor industrial, que devera chegar, em 2024,
a um montante de 40,08 mil milhdes de délares (TECHNAVIO, 2019).

Atualmente, o consumo brasileiro de tintura capilar atinge, aproximadamente, 51,4%
dos lares brasileiros, sendo que 44,6% dos usuarios aplicam as tinturas em suas residéncias e
ndo em sal@es de beleza (LADISLAY, 2020). Estudos de Hueber-Becker (2004) mostraram
que, independentemente do local (residéncia ou saldes de beleza) ou de quem aplica as tinturas
capilares (profissional ou leigo), apenas 13% dela permanece no cabelo, apds a coloracao,
pois € esse percentual que consegue chegar na haste capilar. A maior parte da tintura aplicada
é removida pela lavagem dos cabelos e descartado como efluente doméstico, sem nenhum tipo
de tratamento prévio. Esse descarte gera um grande problema ambiental, pois os residuos da
tintura sdo persistentes na agua, mesmo apds tratamento convencional de efluentes pelas
Estacdes de Tratamento de Efluentes (ETE). Além disso, os corantes capilares também
alteram as caracteristicas do corpo hidrico receptor, devido a sua cor, diversidade, reatividade,
solubilidade, volatilidade e estabilidade (MAITI; SINHA; SINGH, 2017).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0013935120301456#bib32
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0013935120301456#bib20
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0013935120301456#bib71
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0013935120301456#bib27
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0013935120301456#bib26
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0013935120301456#bib66
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Outro problema ambiental relacionado as tinturas capilares é que a maioria das marcas
mantém suas formulacfes sob sigilo, o que dificulta ainda mais o tratamento dos efluentes
gerados por estes produtos. Dentre os componentes conhecidos das diversas tinturas capilares
estdo compostos toxicos e recalcitrantes, como p-fenilenodiamina, p-toluenodiamina, p-
diaminas substituidas orto ou para-aminofendis, derivados aromaticos meta-substituidos,
resorcinol e peréxido de hidrogénio (MAITI; SINHA; SINGH, 2017). Tais questdes
ambientais despertaram preocupacfes sobre a geracdo dos efluentes liquidos, tanto pelo
préprio usuario final quanto pelas industrias de cosméticos.

A geracdo de efluentes liquidos nas industrias de cosméticos possui basicamente dois
grandes interferentes na composicéo: a frequéncia das operagdes de lavagem de equipamentos
(CETESB; ABIHPEC, 2005; ABIHPEC, 2015) e o tipo de produto elaborado. Comumente 0s
efluentes apresentam elevada demanda quimica de oxigénio (DQO), com altas concentracfes
de compostos organicos, cuja biodegradabilidade é reduzida, como por exemplo, 0s
conservantes, misturas de surfactantes, corante e fragrancias (BAUTISTA et al., 2007; EL-
GOHARY et al., 2010; PERDIGON-MELON et al., 2010).

Frente a problematica apresentada, o presente estudo teve por objetivo compilar
informacdes da literatura cientifica sobre os impactos que os corantes capilares promovem no
ambiente, bem como os riscos destes compostos para a satide humana. Embora existam muitos
artigos publicados na literatura sobre a toxicidade dos corantes capilares, ainda ha uma lacuna
guanto aos impactos ocasionados pelos efluentes de sal6es de beleza portadores desses

corantes.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Muitos produtos da industria da beleza podem conter substancias ndo regulamentadas,
de alta toxicidade, o que pode colocar em risco tanto o consumidor como o ambiente. Muitas
desses produtos podem liberar compostos perigosos (hidréxido de litio, hidréxido de célcio,
carbonato de guanidina e tioglicolato de amonia), muitos deles de caracteristica genotoxica
(IARC, 1993; LEINO et al., 1998; NKANSAH et al., 2020). Neste contexto, os saldes de
beleza geram uma grande variedade de residuos (alcalis, &cidos, relaxantes, corantes e outros
produtos quimicos) que comprometem a salde da populacdo e alteram as caracteristicas
ambientais do local onde estdo lancados (ISGS, 2016).

O presente estudo foi delineado com o objetivo realizar uma revisdo exploratoria da

literatura acerca das tinturas capilares, investigando o impacto destas na salde humana e no
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meio ambiente. Esta revisdo teve por base estudos cientificos publicados em periddicos
indexados nas bases de dados da PubMed, SciELO, Scopus, Google Scholar e MEDLINE.

2.1 TIPOS DE COLORACOES CAPILARES

2.1.1. Coloragéo Natural

As coloracdes naturais possuem uma composicao de peso molecular elevado, que leva
a uma fraca afinidade com a queratina do cabelo, ou seja, ndo penetram ou penetram muito
pouco no fio, permanecendo, praticamente, na superficie capilar (PINHEIRO et al., 2002;
PRUNIERAS, 1994; HEMIELEWSKI, SILVEIRA, 2016). Geralmente, este tipo de tintura
deriva de plantas como, por exemplo, a nogueira (Juglans regia), para obtencdo do pigmento
marrom; camomila (Matricaria chamomilla), para pigmentacdo amarela; hena (Lawsonia
inermis) e indigo (Indigofera tinctoria), para tons de preto escuro (HUENER-BECKER et al.,
2004; OLIVEIRA et al., 2014).

A utilizacdo das coloragdes naturais, teve origem hé cerca de 4000 anos (OLIVEIRA
et al., 2014). De acordo com Chua & Levell (2005), as mulheres Venezianas do sec. XVI
seguiam uma publicacdo (Dicionario Feminino de 1694), que fornecia férmulas para
modificar a colorago de seus cabelos. Dentre as formulas sugeridas como tinturas, a maioria
delas eram constituidas de uma mistura de bagas de sabugueiro com vinho para conferir uma
coloracdo preta; uso do extrato do radish, para a cor castanho claro; e uma mistura de cal e
acafrdo para as tonalidades loiras (CHUA; LEVELL, 2005).

Os corantes naturais apresentam diversos beneficios, quando comparadas com as
tinturas sintéticas, sendo o principal deles a baixa alergenicidade, o que a faz com que sejam
altamente recomendados para usuarios sensiveis as tinturas oxidativas. Entretanto, a coloracao
natural oferece uma faixa de cores limitada devido a baixa estabilidade de suas formulacdes,
em comparacdo a grande variedade de cores das tinturas permanentes (BOLDUC; SHAPIRO,
2001; ARALDI; GUTERRES, 2005). Outra vantagem, é que as tinturas capilares de origem
vegetal sdo atoxicas, porém sua fixa¢do aos cabelos é por curto periodo de tempo (GUERRA-
TAPIA; GONZALEZ-GUERRA (2014).

Atualmente, a maioria das tinturas naturais sdo a base de “henna”, uma substancia, a
Lawsone (2-hidroxi-1,4-naftoquinona), que é extraida diretamente das folhas desta planta ou
manufaturadas como produto purificado, exemplificada na Figura 1 (NOHYNEK et al.,
2004). De acordo com Semwal et al., (2014), a hena possui uma cor marrom avermelhada e

alguns principios ativos oriundos de 6leos essenciais como alfa e beta-iononas, flavanoides,
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xantonas (laxantona I, Il e I11) e cumaria. Assim, além de possuir agdo colorante, ela também

possui propriedades adstringentes, anti-inflamatorias, antifingicas e antibacterianas.

Figura 1- Estrutura da Lawsone (2-hidroxi-1,4-naftoquinona), o corante natural da Henna.

O
OH

|
O

Fonte: NOHYNEK et al., 2004.

2.1.2. Coloracdo Sintética

Os corantes sintéticos possuem formulacdes de baixo peso molecular, cuja composicao
frequentemente contém aminas, amino-fenois e fendis (NOVOTNY ET AL., 2006; ZANONI;
YAMANAKA, 2016). Estes compostos podem ser danosos a salide humana, uma vez que as
aminas sdo substancias bioativas, capazes de induzir efeitos mutagénicos ou carcinogénicos,
guando absorvidas percutaneamente (OLIVEIRA et al, 2014).

De acordo com Gomes (2019), as coloracfes sintéticas podem ser classificadas em:
coloracdo sintética temporaria ou semipermanente e oxidativa ou permanente. As tinturas
temporarias sdo basicamente corantes diluidos em meio aquoso, que apresentam composicdes
de carater acidas e fraca afinidade pela queratina do cabelo. A baixa afinidade com a queratina
gera ligacGes extremamente fracas de efeito passageiro, o que leva a sua remog¢do em poucas
lavagens (GUERRA-TAPIA; GONZALEZ-GUERRA, 2014). De modo geral, como 0s
corantes sintéticos temporarios ndo penetram no cortex capilar, eles sao reconhecidos como
de menor toxicidade, comparados aos permanentes (SCARPI et al., 1998; HARRISON;
SINCLAIR, 2003; DRAELOS, 2005; CHISVERT; CHAFER; SALVADOR, 2007;
OLIVEIRA et al, 2014).

Alguns dos principais corantes acidos empregados na formulacdo temporaria estdo

exemplificados na Tabela 1.
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Tabela 1- Férmulas estruturais e moleculares de corantes &cidos utilizados na formulacéo de
corantes temporario e seus efeitos adversos:

Corantes-

racteristi Efeit
INCI Caracteristicas eitos

o st " e Néo foram observados efeitos
°=*L*®*N’; - o adversos significativos em
M
Acid |(! N rTFOS’ em esttédols de
o alimentacdo de longo prazo;
Yellow 23 i ¢ . g P <
fsx e Pode causar sensibilizagdo
rMa* A - o .
d ? cuténea e respiratoria, apos

Formula: C1sH12N40sS2-3Na contato prolongado.
CAS No. 1934-21-0

oH e Nao é irritante ocular para
coelhos;
O N o e Nenhuma evidéncia de
Acid \N@Q_U Na* sensibilizacdo cutéanea;
Orange 7 Q l! e AlteracOes hematoldgicas

observadas em estudo de

CAS No. 633-96-5 exposicao oral em ratos;
Formula: C16H12N204S-Na ¢ Nenhuma evidéncia de
teratogenicidade.

0 O Na® o
Na"O_ // |!,||

//5 o e Provoca irritagdo cutanea;
Acid © e Pode causar sensibilizacdo
Yellow 1 cutanea, apds exposicao

N prolongada ou repetida.

CAS No. 846-70-8
Formula: C1oHsN20gS-2Na

o 8]
Na"'o\é/ \S O Na*
J \
N e Provoca irritacdo ocular grave
Acid Red NF (Lesdes oculares graves).
33

CAS No. 3567-66-6
Foérmula; C15H13N30782-2Na
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e Provoca irritacdo ocular grave;
e Pode provocar danos aos
Acid Red 6rgaos apos exposu;fao
92 prolongada ou repetida;

e Nocivo para 0s organismos
aquaticos, com efeitos
duradouros.

Cl
CAS No. 18472-87-2
Formula: CaoH4BrsClsOs-2Na
O Na*
\
\\O e Apresenta efeitos corrosivos;
e Provoca lesdes oculares
NH o] .
pcid graves |
Violet 43 . OC’I\{O para 0s org_anlsmos
aquaticos, com efeitos
duradouros.
OH o]
CAS No. 4430-18-6
Formula; C21H15NO6S-Na
o e Carcinogénico para ratos apos
J”f__w; repetidas injecOes subcutaneas,
) fibrossarcomas;
Acid Blue
9 e Sem dados para humanos;
e Carcinogénicos pela IARC:
Grupo 3.
CAS No. 3844-45-9
Férmula; Cis7H3sN209S3-2Na
Na* D\“‘S/O O\s _OoNat
2904
Acid Black '|”| T| e Pode afetar os 6rgdos, apos
1 N exposi¢édo prolongada ou

CAS No. 1064-48-8
Férmula; C2oH14sNOoS,-2Na

repetida
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INCI, Nomenclatura Internacional de Ingredientes Cosmeéticos; CAS, Chemical Abstract Service.
Fonte: Elaborado pelos autores com base em EPA (2023).

Os corantes sintéticos semipermanentes possuem baixo ou médio peso molecular e,

comumente, apresentam em sua estrutura molecular grupos nitro e aminas aromaticas, tais
como aminofenois e ésteres de aminofendis, conforme listado nas Tabela 2 e Tabela 3. Este
tipo de coloracéo se assemelha as coloragdes sintéticas permanentes, entretanto, devido a sua
fraca interagdo com o fio de cabelo, dada principalmente por forcas de Van der Waals, sua

durabilidade é menor do que a tintura permanente (4 a 7 semanas) (OLIVEIRA et al., 2014).

Tabela 2- Férmulas estruturais e moleculares de nitroanilinas utilizadas nas formulagdes de

corantes semipermanentes e seus efeitos adversos:

Corantes- INCI Caracteristicas Efeitos

e Nocivo por ingestéo (Toxicidade

o oral aguda);
LL e Provoca irritagcdo cutanea
o (Corrosaol/irritacdo cutanea);
HC Yellow No. 2 e Provoca irritacéo ocular grave
N/\\/OH (lesBes oculares graves/irritacdo
H ocular);
¢ Nocivo para 0s organismos
I(Z:AS ’\:0- é9a6'5N58 aquaticos, com efeitos duradouros.
ormula: CsHioN203
H
N
"o e Pode provocar uma reacéo alérgica
o cutanea;
HoN N* e Provoca irritacdo ocular grave;
HC Red No. 3 I e Toxicidade para 6rgaos-alvo
O especificos, exposicao Unica;
CAS No. 2871-01-4 . Ir(it:_;u;ao do trato resp_iratério;
Férmula: CsH1N3sOs e Toxico para 0s organismos

aquaticos, com efeitos duradouros.

-3-nitrofenol

OH
4- e Provoca irritacio cutanea;
hidroxipropilamino 1o "y *  Txico para os organismos
H aquaticos, com efeitos duradouros.
N+
o ‘\o

CAS No. 92952-81-3
Férmula; CoH12N204
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N, N'-bis- (2- /EI \/\OF- Nocivo em contacto com a pele;
. . . e Provoca irritacdo cutanea
hidroxietil) -2 NG N e (Corroso/irritago cutanea);
H

nitrofenilenodiamin I e Provoca irritacdo ocular grave;
e Nocivo por inalagdo;

a o
CAS No. 84041-77-0 * Pode causar irritagao do trato
respiratorio.

Formula: C1o0H15N304

q
N
HO o
\"//\\N N e Pode provocar reacdo alérgica
HC Blue No. 2 (|__|] cutanea;

Provoca irritacdo ocular grave;
Pode causar irritacdo respiratoria;

OH

CAS No. 33229-34-4
Formula: C12H19N30s

INCI, Nomenclatura Internacional de Ingredientes Cosméticos; CAS, Chemical Abstract Service.
Fonte: Elaborado pelos autores com base em EPA (2023).

Tabela 3- Férmulas estruturais e moleculares de compostos catidnicos utilizadas nas

formulacdes de corantes semipermanentes e seus efeitos adversos:

Corantes-

Caracteristicas Efeitos
INCI
Ccr
\N*
D e Nocivo por ingestao;
Ny N e Provoca irritagdo cutanea;
Basic Red \ e Provoca irritagdo ocular grave;
51 RNY ¢ Nocivo por inalacéo;
e Pode causar irritacdo respiratoria;
e Muito téxico para 0s organismos
CAS No. 77061-58-6 aquaticos, com efeitos duradouros.
Férmula; C13H18N5'C|
¢ Nenhuma evidéncia de
T or sensibilizagdo cutanea;
Basic Red \ Sy ¢ Nenhuma evidéncia de
76 A OO - genotoxicidade;
¢ Nenhuma evidéncia de

CAS No. 68391-30-0 teratogenicidade.
Formula: ConzzNaOz.C'
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~ - NH,
N* cr
Basi T‘ e Pode provocar uma reacao alérgica
asic
5 16 N cutanea;
rown
e Provoca irritacdo ocular grave.
OH
CAS No. 26381-41-9
Formula: Ci9H21N4o-Cl
o N e Nenhuma evidéncia de
~. S A .
i sensibilizacdo cutéanea;
~ A .
Basi HM cr e Nenhuma evidéncia de
asic
B 17 genotoxicidade;
rown
¢ Nenhuma evidéncia de
7 ici
N teratogenicidade.
NH, o
CAS No. 68391-32-2
Formula; C19H20N503'C|
NH OH
e
— e Provoca lesBes oculares graves;
Basic Blue cr o Sensibilizador de Pele (Pode
99 Br ocasionar dermatite e/ou urticéria
0 NH

CAS No. 68123-13-7
Formula; C19H20BrN4O,-Cl

de contato).

Basic
Yellow 57

Nenhuma evidéncia de

.--"'"'N\ b
S N :
/r‘ \‘L\\\N
o e Nenhuma evidéncia de
o]

genotoxicidade;

teratogenicidade.

CAS No. 68391-31-1
Formula: C19H2:N50-Cl

INCI, Nomenclatura Internacional de Ingredientes Cosméticos; CAS, Chemical Abstract Service

Fonte: Elaborado pelos autores com base em EPA (2023).
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As tinturas permanentes geralmente sao preparadas com dois componentes, que quando
misturados conferem cor por rea¢@es na superficie e no interior da fibra capilar (OLIVEIRA
et al., 2014). O primeiro componente é um agente intermediario (p-diaminas ou p-
aminofenois) ou acopladores (m-diaminas ou m-aminofenadis), para as formulagdes fortemente
alcalinas, compostos estes que entumecem a cuticula, permitindo a entrada das moléculas para
o0 cortex (Figuras 2 e 3). O segundo componente é uma solugdo oxidante, como o perdxido de
hidrogénio, que oxida o corante do primeiro corante, conferindo cor ao fio. Existem diferentes
agentes acopladores disponiveis no mercado, alguns deles podem ser vistos na Tabela 4
(GUERRA-TAPIA; GONZALEZ-GUERRA, 2014). Dessa forma, a oxidacdo dessas
substancias e o acoplamento com outros modificadores permite a alteragéo da coloragéo final
do produto cuja durabilidade é maior comparada com 0s outros tipos de corantes além de

possuir ampla faixa de tonalidades.

Tabela 4- Formulas moleculares e estruturais de acopladores de reacdo e seus efeitos

adversos:
Acopladores Caracteristicas Efeitos
e Nocivo por ingestao;
¢ Nocivo em contacto com a pele;
OH - - ~ A~
e Provoca irritacdo cutanea;
e Pode provocar reacgao alérgica cutanea;
Cl
4-clororesorcinol e Provoca lesBes oculares graves;

COH
CAS No. 95-88-5 ¢ Nocivo por inalacéo;

Formula: CeHsCIO e Pode causar irritacdo respiratoria;

e ToOxico para 0s organismos aquaticos, com

efeitos duradouros.

NG e Provoca irritacio cutanea (dermatite de
o _ ZHCI contato alérgica);
2,4-diaminofenoxietanol HCl = pn NH,

e Provoca irritacdo ocular grave.

CAS No. 66422-95-5
Férmula; C3H12N202'2H0|
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/Oio\ Nocivo por ingestao;
HO Provoca irritacdo cutanea;
‘-\\//\H NH, (;
Pode provocar uma reagdo alérgica cutanea;
Sulfato de 2-amino- o Provoca irritacdo ocular grave;
hidroxietilaminoanisol HO—!—OH Pode provocar danos aos 6rgaos, apds

CAS No. 83763-48-8
Formula: CoH14N20,-H204S

exposicdo prolongada ou repetida;

Muito toxico para 0s organismos aquaticos.

HoN : OH

CAS No. 2835-95-2
Formula: C;HgNO

4-amino-2-hidroxitolueno

Provoca irritacdo cutanea;

Pode provocar uma reagdo alérgica cutanea;
Provoca irritagdo ocular grave;

Pode causar irritacdo respiratoria;

Muito téxico para 0s organismos aquaticos.

H

m-aminofenol N

CAS No. 591-27-5
Formula; CsH/NO

Nocivo por ingestdo ou inalacgéo;
Pode provocar uma reagdo alérgica cutanea;
Nocivo por inalagéo;

Muito téxico para 0s organismos aquaticos.

H

Resorcinol OH

CAS No. 108-46-3
Formula: CeHgsO2

Nocivo por ingestao;

Pode provocar uma rea¢do alérgica cutanea;
Provoca irritacdo ocular grave;

Provoca danos aos 6rgaos;

Muito toxico para 0s organismos aquaticos.

INCI, Nomenclatura Internacional de Ingredientes Cosméticos; CAS, Chemical Abstract Service.

Fonte: Elaborado pelos autores com base em EPA (2023).
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Figura 2- Formula estrutural de p-fenilenodiamina (PPD):
®
NH; NH NH>
NH, NH NH
Nome INCI: fenilenodiamina.
CAS No. 106-50-3.
Formula; C5H8Nz.

Classificacdo quimica: Amina aromatica

INCI, Nomenclatura Internacional de Ingredientes Cosméticos; CAS, Chemical Abstract Service.
Fonte: DA FRANCA et al., 2015.

Figura 3- Férmula estrutural do p-aminofenol (PAP):

NH, NH, NH
-HPO,?
—_— —_—
ALP, E=0.15V
H-OpH 9 vs Ag/AgCl
PO;2 OH OH
p-aminophenyl p-aminophenol quinonimide
phosphate

Nome INCI: p-aminofenol.
CAS No. 123-30-8.
Férmula: C¢H/NO.
Classificacdo quimica: substituir o fenol

INCI, Nomenclatura Internacional de Ingredientes Cosméticos; CAS, Chemical Abstract
Service. Fonte: DA FRANCA et al., 2015.

Devido a alta fixacdo dada pela afinidade do corante a queratina do cabelo, torna-se
necessario a reaplicacdo do produto apenas quando ocorre 0 seu crescimento natural, que
acontece, aproximadamente, uma vez a0 més (PRUNIERAS, 1994). Sendo assim, esse
processo de coloragdo pode ser consideravel de carater irreversivel, ou seja, a eliminagéo
somente ocorre com o corte dos fios de cabelo (GUERRA-TAPIA; GONZALEZ-GUERRA,
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2014). Entretanto, o uso continuo de corantes permanentes pode afetar a haste do fio capilar,

ocasionando a perda do brilho, da resisténcia e da maciez (PINHEIRO et al., 2002).

2.2 Corante capilar como agente toxico

A toxicidade de alguns corantes de cabelo e dos ingredientes que constituem as tinturas
capilares comerciais tem sido amplamente investigada. Embora seja muito difundido o uso
desse tipo de cosmético, as tinturas capilares apresentam riscos aos Seus USUArios e aos
profissionais que os aplicam, devido as reacdes adversas que eles podem promover nos
sistemas bioldgicos, que vao desde uma simples irritacdo/sensibilizacéo ate efeitos sistémicos
mais graves (BOUILLON, WILKINSO, 2005; OLIVEIRA et al., 2014).

As reagdes podem variar, em consequéncia de fatores individuais do consumidor, do
uso inadequado do produto ou ainda da composicao da tintura usada (CHIARI et al., 2012).
Estudos demonstram que os efeitos tdxicos das tinturas capilares podem estar associados a
presenca da para-fenilenodiamina (PPD), substancia esta presente em mais de 1.000
formulacGes de coloragfes capilares comercializadas no mundo (STANLEY et al., 2005;
CARDONA, 2015). Esta substancia, que ja foi banida na Alemanha e Franca no periodo de
1906 a 1980, foi classificada pela Sociedade Americana de Alergia de contato, em 2006, como
o “alérgeno de contato do ano”.

Outros componentes alvos de estudos cientificos sdo 0s precursores, como 0
resorcinol. De acordo com Lynch et al. (2002), o resorcinol atua como um disruptor enddcrino
afetando a tiroide. H4 uma preocupagdo também com a presenga de corantes azo (R—N=N—
R’”), pois existem relatos da sua alta toxicidade (NOVOTNY etal., 2006; GIORGETTI et al.,
2011), que pode ainda se intensificar, apés o evento de detoxificacdo celular por
biotransformacdo. Nestes processos, 0s azocorantes podem formar aminas aromaticas, mais
toxicas que os compostos originais (UMBUZEIRO et al., 2005; CHUNG, 2016). alguns
estudos ainda indicam que tanto os corantes azoicos, quanto as aminas aromaticas produzidas
pela metabolizacéo dos corantes, sdo potencialmente carcinogénicos (YAHAGI et al., 1975).

Desde 1993, a International Agency for Research on Cancer (IARC) adverte os
profissionais de cosmetologia sobre os cuidados que eles devem ter com as exposi¢des as
tinturas capilares. No entanto, esse alerta é negligenciado, e os salfes de beleza continuam
sendo vistos como locais de embelezamento e descontracdo, onde frequentemente o0s
equipamentos de protecao individual sao dispensados pelos profissionais (EPI’s) (PIRES;

LUCENA; DE OLIVEIRA MANTESSO, 2021). Embora haja um grande desenvolvimento
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de produtos e técnicas nesta area, as informacGes sobre a toxicidade e mutagenicidade da
maioria dos pigmentos capilares sdo escassas.

Dentre os poucos estudos toxicogenéticos realizados com produtos cosméticos, a
maioria avalia componentes do produto usado no tingimento, como 0s pigmentos e alguns
aditivos (SAMPATHKUMAR; YESUDAS, 2009), faltando informacGes sobre os compostos
secundérios formados durante o processo de coloracdo capilar (OLIVEIRA et al., 2014;
MACHADO, 2017). Também como escassos 0s estudos que abordam os impactos que
efluentes liquidos gerados em saldes de beleza possam promover ao ambiente e a salde
humana (GONCALVES et al., 2023). NKANSAH et al. (2020) justifica a pouca atencao a
avaliacdo da qualidade das aguas residuais de salbes de beleza, como fonte de perigo
ambiental e para a salde publica, devido a falta de literatura sobre esse assunto especifico.

2.3 Corante capilar como agente toxico para humanos

Até a década de 1960, era de senso comum que 0s produtos de uso pessoal, como as
tinturas capilares, pudessem causar apenas efeitos topicos, pois acreditava-se que estes
produtos permaneceriam somente na pele ou na area de aplicacdo. Entretanto, nas ultimas
décadas, alguns estudos tém demonstrado que os produtos aplicados topicamente podem ser
absorvidos e, consequentemente, ocasionar efeitos sistémicos aos organismos (OLIVEIRA et
al., 2014).

De acordo com Oliveira et al. (2014), as tinturas capilares podem causar efeitos
deletérios a saude humana, tanto para o consumidor como para os profissionais que as
aplicam. Geralmente, as pessoas expostas as tinturas desconhecem os efeitos que estas
substancias podem ocasionar/desencadear ao organismo. Diversos estudos tém sugerido uma
preocupacéo ao da incidéncia de cancer consequente do uso das tinturas capilares permanentes
(LOWRY et al., 1980; CERNIGLIA et al., 1986; ANDREW et al., 2004; KIM et al., 2016).
Por esta razdo, alguns estudos epidemioldgicos investigam a incidéncia de varios tipos de
cancer em pessoas que fazem uso de tinturas capilares, assim como em profissionais expostos
a esses quimicos (NOHYNEK et al., 2004; KIM et al., 2016).

Diversos autores observaram alguns tipos de cancer, como efeitos adversos da
utilizacdo de tinturas capilares. Dentre eles, alguns distarbios hematopoiéticos como Linfoma
ndo Hodgkin (NHL), doenga de Hodgkin, Mieloma madltiplo, Leucemia e Sindrome
Mielodisplasica (SMD). Thun et al. (1994), sugeriram que as usuarias femininas de corantes
permanentes escuros, principalmente pretos, apds um periodo prolongado de uso, poderiam

apresentar risco aumentados de desenvolvimento de linfoma ndo-Hodgkin fatal e Mieloma
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multiplo. Zhang et al (2004) também encontraram risco aumentado de linfoma ndo-Hodgkin
entre mulheres que iniciaram o uso de produtos de coloragdo mais escuras, antes da década de
1980. Estudos de Miligi et al. (2005), realizados na Italia para investigar a possivel associagdo
entre o0 uso de corantes capilares com doencas, como linfoma ndo-Hodgkin (NHL), leucemia,
mieloma multiplo e doenca de Hodgkin, encontraram essa correspondéncia entre leucemia e
uso permanente de corante capilar preto, assim como NHL com o uso de corantes capilares
permanentes. Um estudo prospectivo realizado por Qin et al. (2019), durante o ano de 2015,
sugeriu que o uso de tinturas capilares aumenta o risco de NHL, especialmente em mulheres.

A associacdo da utilizacdo das tinturas capilares com o desenvolvimento de leucemias
também foi descrita por outros (RAUSCHER; SHORE; SANDLER, 2004), os quais
realizaram um estudo de controle de casos de canceres, nos EUA e no Canada durante os anos
de 1986-1989. Estes autores sugerem que o uso prolongado de corante parece aumentar o risco
de leucemia aguda em adultos. Outro estudo de caso desenvolvido por Couto et al. (2013), em
hospitais de 13 estados do Brasil, entre 1999 e 2007, sugere que a exposicdo materna a
corantes capilares e cosméticos alisadores de cabelo durante a gravidez pode estar envolvido
na etiologia da leucemia, em criangcas menores de 2 anos de idade. Um estudo realizado no
Japdo (NAGATA et al., 1999) investigou se havia alguma relacdo entre a etiologia da
leucemia, denominada de Sindrome Mielodisplasica (SDM) com o uso de tinturas capilares.
Os autores observaram um aumento significativo no desenvolvimento desta sindrome, em
mulheres que faziam o uso de coloracGes capilares. E uma relacdo dose resposta, entre a
duracdo e frequéncia de uso com o aumento deste risco.

Outro tipo de cancer (adenocarcinoma mamario) foi estudado por Heikkinen et al.
(2015). Os autores encontraram que 0 uso intenso de tinturas capilares poderia causar um
impacto na saude publica, devido ao aumento na incidéncia deste tipo de cancer. Stavraky et
al. (1981) também ja& haviam relacionado o aparecimento de cancer de mama em mulheres
acima dos 50 anos que faziam uso de tintura capilar, por um periodo superior a 10 anos. Llanos
et al. (2017) também encontraram, em seus estudos realizados com mulheres afro-americanas
e brancas dos Estados Unidos, uma associagdo entre uso produtos capilares (corantes
capilares, relaxantes quimicos e condicionadores) e a incidéncia de cancer de mama. Os
autores alertam ainda que encontraram um aumento preocupante nos casos de cancer de mama
relacionados a utilizacdo dos produtos capilares estudados. De acordo com Ahmadi et al.
(2022), o uso de tintura capilares pode aumentar o risco de cancer em mulheres, como as

usuarias de tintura escuras tendo um risco 9% maior, em comparagdo com as ndo usuarias.
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Generate et al. (2018) afirmam que o uso de tintura de cabelo esta associado a um risco 18,8%
maior de desenvolver cancer de mama, em comparagao as nao Usuarias.

O céncer de bexiga é o tipo de carcinoma mais relatado na literatura mundial, como
consequéncia do uso de tinturas capilares. No Canada, Gaertner et al. (2004) realizaram um
estudo de caso, cujos resultados indicaram risco estatisticamente significante para cancer de
bexiga em barbeiros expostos, ocupacionalmente, a metais pesados oriundos de tinturas
capilares. Posteriormente, estudos realizados no Canada e nos paises ndrdicos, por Hadkhale
et al. (2017), também observaram riscos ocupacionas para desenvolver cancer de bexiga,
indicando que os cabeleireiros destas regides apresentam um alto risco de manifestar este tipo
de cancer.

Na Suécia, Czene et al. (2003) desenvolveram um estudo avaliativo com 38.866
mulheres e 6.824 cabeleireiros masculinos suecos, 0s quais passaram por avaliacdes de todas
as suas malignidades, ao longo de um periodo de 39 anos. Os autores observaram que o cancer
de bexiga, para os cabelereiros masculinos, avaliados na década de 60, foi o de maior
relevancia no estudo (razdes de incidéncia padronizadas de 2,56). Contudo, nos estudos
realizados por estes mesmos autores, em outros periodos, mostraram que essa incidéncia alta
ndo se manteve. Estudos realizados por Skov et al. (1990), com cabelereiros suecos,
finlandeses e noruegueses, também indicaram riscos aumentados de cancer de bexiga entre 0s
cabeleireiros masculinos destas descendéncias (SKOV et al., 1990).

Nos Estados Unidos, varios autores estudaram a associacao do cancer de bexiga com
a utilizacdo de tinturas capilares em diversas regides do pais. Gago-Dominguez et al. (2001)
realizaram um estudo de caso controle em Los Angeles e Califérnia, o qual demonstrou risco
aumentado para o uso prolongado de corantes capilares permanentes, demonstrando um fator
de risco no desenvolvimento do cancer de bexiga. Em Nova Orleans, Vecchia, Tavani
(1995) também relataram risco aumentado de cancer de bexiga, em relacdo ao numero de
vezes que os corantes capilares foram aplicados por ano entre mulheres brancas. No Havai,
Nomura; Kolonel; Yoshizawa, (1989) constataram este aumento do risco de cancer de bexiga
em mulheres, apds o0 uso de corantes pelo periodo aproximado de 1-5 anos. Andrew et al.
(2004) realizaram um estudo experimental em New Hampshire, cujo resultado identificou a
presenca dos componentes de corantes capilares e até mesmo os seus derivados na urina de
usuarios, indicando que os compostos cancerigenos alcancam o 6rgéo alvo (bexiga). Estes
resultados corroboram com as pesquisas realizadas por Koutros et al., (2011), em Maine,
Vermont e New Hampshire, durante os anos de 2001 e 2004, onde os dados mostraram uma

associacao entre 0 uso permanente de corante capilar e o risco de cancer de bexiga em
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mulheres. Desde 1993, a IARC indicou aumento de cancer de bexiga em cabeleireiros,
associando um risco aumentado de 1,6 em homens e 1,1 em mulheres. Relatou, ainda, que 0s
cabeleireiros podiam estar expostos a mais de 5.000 diferentes substancias quimicas,
incluindo a exposic¢éo a solventes volateis, formaldeidos, metacrilatos e nitrosaminas.

Na literatura, ha relatos associando cancer de pele, tumores cerebrais e cancer de
préstata com a utilizacdo de tinturas capilares. Czene et al. (2003) realizaram, na Suécia, um
estudo de acompanhamento de 38.866 mulheres e 6.824 cabeleireiros masculinos, onde os
autores registraram todas as neoplasias dos envolvidos na pesquisa, durante um periodo de 39
anos. Os autores indicaram aumento no risco de cancer de pele in situ no couro cabeludo e no
pescogo das mulheres que utilizavam tinturas capilares. Os tumores cerebrais foram estudados
por Holly et al., (2002) em um estudo epidemioldgico, desenvolvido em trés regides da
Califérnia e do Estado de Washington. Os resultados demonstraram aumento no risco de
tumores cerebrais em criancas, associado ao uso materno de corantes capilares.
Posteriormente, Hashemi, Rezaei e Naji (2018), confirmaram que o uso materno de tintura de
cabelo, durante a gravidez, esta associado a um risco aumentado de tumores cerebrais infantis
e a neuroblastoma, sugerindo a necessidade de cautela do uso frequente ou prolongado de
tintura durante a gravidez.

J& o cancer de proéstata foi estudado por Tai et al. (2016). Os autores realizaram um
estudo de caso-controle, em Taiwan, no periodo de agosto de 2000 a dezembro de 2008. Nesta
pesquisa, foram estudados 296 casos de cancer de prostata, onde 0s autores associaram 0 Uso
de corantes capilares ao aumento do risco de desenvolvimento desse tipo de cancer. Em 2021
estudos realizados por Lim et al. (2021) corroboraram os dados de Tai et al. (2016), sobre o
aumento do risco de cancer de prostata devido ao uso de tinturas de cabelo. Contudo, esses
autores sugerem a necessidade de analises prospectivas, para confirmar essas afirmacoes.

Todos estes estudos citados acima estdo descritos resumidamente na Tabela 5.

Entretanto, os dados que relacionam os efeitos carcinogénicos dos componentes das
tinturas capilares ainda séo discrepantes. Helzlsouer e colaboradores (2007), ap0s reviséo da
literatura, concluiram que os dados ndo sdo consistentes para demonstrar o real risco do
desenvolvimento de céncer, ap0s a exposicao aos corantes capilares. Platzek et al. (2007),
sugerem gue os resultados obtidos nos estudos que avaliam a genotoxicidade dos precursores
das tinturas capilares séo inconclusivos, indicando assim, uma necessidade inerente de novos

estudos.
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Tabela 5 - Resumo das principais patologias cancerigenas relacionadas a exposi¢do humana a corantes capilares.

TIPO DE CANCER ESTUDADO

TIPO DE ESTUDO

REFERENCIA

HEMATOPOIETICO

Estudo prospectivos.

THUN et al, 1994

Estudo caso-controle.

NAGATA etal., 1999

Estudo de caso-controle

ZHANG et al, 2004

Estudo de controle de casos.

RAUSCHER; SHORE; SANDLER, 2004

Estudo de caso-controle.

MILIGI et al. 2005

Estudo de caso-controle.

COUTO et al., 2013

Estudo prospectivo.

QIN et al., 2019

MAMA

Estudo caso-controle.

STAVRAKY etal., 1981

Estudo de meta-analise.

HEIKKINEN et al., 2015

Estudo caso-controle.

LLANOS et al., 2017

Estudo de meta-anélise.

GENERATE 18,8%et al., 2018

Estudo de caso-controle, revisao sistematica e
meta-analise

AHMADI et al., 2022

BEXIGA

Estudo avaliativo.

IARC, 1993

Estudo de caso-controle.

NOMURA; KOLONEL,; YOSHIZAWA, 1989

Estudo epidemioldgicos.

SKOV et al., 1990

Estudo de caso-controle.

VECCHIA; TAVANI, 1995

Estudo de caso-controle.

GAGO-DOMINGUEZ et al., 2001

Estudo avaliativo.

CZENE et al., 2003

Estudos experimental.

ANDREW et al., 2004

Estudo de caso.

GAERTNER et al., 2004

Estudo de caso-controle.

KOUTROS et al., 2011

Estudo comparativo.

HADKHALE et al., 2017

PELE

Estudo de acompanhamento.

CZENE et al., 2003

TUMOR CEREBRAL

Estudo epidemioldgico

HOLLY etal., 2002

Estudo de revisao de literatura

HASHEMI; REZAEI; NAJI, 2018
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Tabela 5 - Resumo das principais patologias cancerigenas relacionadas a exposi¢do humana a corantes capilares (continuacao).

TIPO DE CANCER ESTUDADO TIPO DE ESTUDO REFERENCIA
< Estudo de caso-controle. TAl et al., 2016
PROSTATA Estudo observacional. LIM et al. 2021

Fonte: Elaborada pelos autores.
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2.4 Corantes capilares como contaminantes ambientais

Geralmente, o processo de coloracdo capilar inicia-se com a aplicagdo da tintura sobre
os cabelos, por aproximadamente 30 minutos. Em seguida, o cabelo é lavado com &gua corrente,
para a remocao dos residuos que ndo penetraram na haste capilar. Ao final deste processo,
pequenas quantidades de tinta se fixam na haste capilar, enquanto que a parte majoritéria dos
componentes oriundos do processo de coloracao sdo descartados no meio ambiente, como agua
residual de saldo (MEULING et al., 2003; MAITI; SINHA; SINGH, 2017).

Dentre os componentes das tinturas capilares, 0s corantes organicos sintéticos sdo os
ingredientes essenciais (IARC, 1993). Os corantes mais produzidos mundialmente s&o
vermelho &cido 33, violeta &cido 43, amarelo &cido 1, laranja basico 31, azul basico 99, marrom
basico 16, marrom basico 17, vermelho basico 76, amarelo basico 57, amarelo basico 87 e
vermelho disperso 17 (IARC, 2010).

Alguns corantes organicos sintéticos, usados em tinturas capilares, apresentam
biodegradagdo lenta ou sdo até mesmo ndo biodegradaveis. Isto torna as aguas residuais de
saldes de beleza ainda mais dificil de serem limpas por métodos convencionais utilizados pelas
estacOes de tratamento de esgoto (ETEs) (ALI, 2010; ZAHARIA; SUTEU, 2012). Assim,
devido ao aumento continuo do uso das tinturas capilares, fica cada vez mais dificil e
preocupante a remocao desses compostos do ambiente. O acimulo desses residuos no ambiente,
podem modificar as condicGes hidricas e alterar a vida dos organismos aquaticos, interferir na
fertilidade do solo e, consequentemente, a manutencdo dos ecossistemas, bem como, prejudicar
a saude humana. Essa preocupacao se fundamenta na falta de normas referentes ao descarte de
residuos proveniente dos salfes de beleza, e isso faz com que estes residuos acabam sendo
destinados diretamente no sistema de coleta de esgoto sanitario, sem passarem por qualquer
tipo de tratamento prévio (STRADA, 2018). Também deve ser levado em consideracdo 0s
impactos decorrentes de residuos gerados na producdo industrial dos cosméticos (FLOR;
MAZIN; FERREIRA, 2019).

A utilizacdo de agua pelas indastrias de cosméticos se da por diversas formas.
Inicialmente, pode-se citar a incorporacdo de dgua ao proprio produto, mas a agua também é
usada em outros processos da producdo dos cosméticos, como nas lavagens de equipamentos,
tubulagbes e pisos, no sistema de resfriamento e em geradores de vapor. Consequentemente,
apos a sua utilizacdo, a dgua torna-se contaminada por residuos decorrentes de cada um desses
processos industriais, originando efluentes liquidos complexos, que contém, entre outros
quimicos, residuos de ingredientes dos cosméticos que podem apresentar propriedades toxicas,
irritantes e/ou corrosivas (CETESB; ABIHPEC, 2005). Entretanto, a geracdo de efluentes
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liquidos nas industrias de cosméticos varia de acordo com a maneira e a frequéncia em que
ocorrem as operacgdes de lavagem de equipamentos e em fungéo do tipo de produto elaborado.
De modo geral, os efluentes apresentam elevada DQO, altas concentracfes de compostos
organicos, coloracdo intensa, grande quantidade de sélidos suspensos, pH altamente variavel e
quantidades consideraveis de metais pesados e compostos organicos clorados (CETESB,;
ABIHPEC, 2005).

Dados encontrados na literatura mostram a ocorréncia de corantes organicos sintéticos
em agua superficiais (MAGUIRE, 1992; ZHANG et al., 2012), em sedimentos (DE OLIVEIRA
et al., 2006; RICKING et al., 2013) e em peixes nativos (BELPAIRE et al., 2012; SCHUETZE
et al., 2008). Estas publicacdes confirmam que os corantes organicos sintéticos representam um
problema ambiental para os ecossistemas aquaticos. Porém, o impacto destes corantes nos
ambientes aquaticos ainda ndo foi avaliado completamente, o que alerta para a necessidade da
realizacdo mais incisiva de monitoramento ambiental para esse tipo de contaminante
(PEREIRA; ALVES, 2012).

O monitoramento ambiental de corantes capilares, presentes em efluentes de saldo de
cabeleireiro, em aguas superficiais (rios e lagos) e em agua potavel podera contribui com
informacdes para um melhor conhecimento do grau de periculosidade desses compostos e,
consequentemente, para o controle na liberagdo dos corantes comercializados. Além disso, este
monitoramento também pode oferecer subsidios para a legislagdo vigente e érgdos gestores do
meio ambiente, no estabelecimento de exigéncias de aplicacdo de técnicas mais eficientes, tanto
para 0 monitoramento da qualidade dos recursos hidricos quanto para o tratamento dos efluentes
contaminados com tinturas capilares (ZANONI et al., 2015; BESSEGATO et al., 2018; DE
SOUZA et al, 2020).

Nos ultimos anos, os trabalhos publicados mostram a presenca e contaminacao por tracos
de corantes em diferentes ecossistemas aquaticos (MAGUIRE, 1992; DE OLIVEIRA et al.,
2006; VACCHI et al., 2016; DE SOUZA et al., 2019; DE SOUZA et al, 2020). Entretanto, ha
uma necessidade eminente de maiores estudos nesta area, para que se possa elucidar a
persisténcia, potencial de biotransformacdo, destino e efeitos bioldgicos destes compostos no
meio ambiente. Em relacdo ao impacto sobre 0s organismos, 0 mesmo pode ser avaliado por

meio de estudos ecotoxicologicos (TOLLS et al., 2009).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969720307324#bb0465
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969720307324#bb0845
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969720307324#bb0565
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969720307324#bb0565
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969720307324#bb0630
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969720307324#bb0075
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969720307324#bb0630
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969720307324#bb0595
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969720307324#bb0465
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969720307324#bb0565
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969720307324#bb0565

Artigo 1 65

3. CONCLUSAO

O presente artigo traz informagdes que permitem o conhecimento do potencial toxico
das tinturas capilares e o impacto destes compostos para a saude humana e para 0 meio
ambiente. Entretanto, os estudos sobre a toxicidade dos efluentes de tinturas capilares ainda séo
escassos e contraditorios, principalmente quanto aos efeitos de seus metabolitos.

Sendo assim, as informagdes apresentadas também sdo relevantes para o
desenvolvimento de estudos que possam auxiliar nas tomadas de decisdes dos 6rgdos publicos
gestores, quanto a necessidade de implementacdo de tratamento especificos de efluentes de
salOes de beleza, principalmente os relacionados com as atividades de tingimento capilar. Esse
estudo fornece ainda dados sobre as caracteristicas quimicas e, principalmente toxicoldgicas
das tinturas capilares, que possibilitam a melhor compreensdo dos perigos inerentes a presenca
destes compostos no ambiente. Além disso, os dados e discussdes deste estudo poderdo servir
como subsidio para elaboracdo de normas que assegurem a qualidade ambiental, com vistas a
minimizar 0s impactos negativos dos ecossistemas e otimizar o desenvolvimento

socioecondmico de forma sustentavel.
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Resumo

Os efluentes gerados pela pratica de tingimento capilar caracterizam um problema
ecotoxicoldgicos sério, tanto pela sua alta producdo como pela sua toxicidade. Os grandes
emissores deste tipo de efluentes sdo os saldes de beleza. A proposta do presente estudo foi
avaliar, por meio dos bioindicadores Lactuca sativa e Allium cepa, a fitotoxicidade e
citogenotoxicidade de dois tipos de efluentes gerados em saldes de beleza: os derivados de
lavagens capilares, pds tintura, realizadas somente com &gua, para avaliar a toxicidade da
tintura; e os derivados de lavagem com agua, xampus e condicionadores, para avaliar e
comparar a toxicidade dessa mistura complexa com a da tintura. A avaliacdo foi feita com
efluentes brutos “In natura” e passados por sistema de filtragao, o que totalizou 4 tratamentos
distintos [1- EC-F: efluente completo (tintura, xampu e condicionador), filtrado em filtro de
fluoreto de polivinilideno (PVDF poro 0,45); 2- EC-NF: efluente completo, sem filtracdo; 3-
ET-F: efluente da tintura capilar, filtrado em filtro PVDF, igual ao usado em EC-F; 4- ET-NF:
efluente da tintura capilar, sem filtracdo]. Para o teste com L. sativa, todos os tratamentos foram
realizados com amostras pura (100% efluente) e diluidas (50,0%; 25,0%; 12,5%; 6,25%;
3,125%). Para A. cepa, foram avaliadas apenas as diluigdes 50,0%; 12,5% e 3,125%. Para L.
sativa, foram observadas diminuicdes significativas das taxas de crescimento e de germinacao
em todos os tratamentos realizados. Os valores de 1Cso demonstraram maior fitotoxicidade para
os tratamentos EC-NF e EC-F, (63,14% e 65,05%, respectivamente), quando comparados com
os valores de ICso para ET-NF e ET-F (73,59% e 90,28%, respectivamente). Para A. cepa foram
constatados efeitos genotdxicos, por aneugenicidade, para todas as amostras avaliadas, mesmo
apos o processo de filtracdo em filtro de PVDF. Por esses resultados, é possivel inferir que
efluentes de saldes de beleza contaminados com tinturas capilares, xampus e condicionadores
(EC) foram mais toxicos que os efluentes portadores de residuos somente de tinturas (ET),
sendo, portanto, detrimentais para 0 ambiente. Também foi possivel observar que a toxicidade
do efluente pode ser minimizada, apos a filtragem com filtro de PVDF (poro de 0,45 pum).

Palavras-chaves: Lactuca sativa; Allium cepa; contaminantes emergentes; fitotoxicidade,
aberrag¢fes cromossdmicas; produtos tensoativos.
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1. INTRODUGAO

As tinturas capilares, desde os primérdios da civilizacdo, sdo utilizadas mundialmente
para alterar ou recompor a cor dos cabelos (OLIVEIRA et al., 2014; REHMAN et al., 2019).
Atualmente, existem inimeras técnicas e diversos produtos, naturais e sintéticos, utilizados para
este fim (PAVITHRA et al., 2019; SARGSYAN; VILL; HIPPE, 2020).

Dentre os diversos tipos, as tinturas permanentes sdao as mais utilizadas devido,
principalmente, a sua grande variedade e durabilidade da cor e a sua facilidade de aplicacéo
(ZHANG et al., 2020). Estes produtos sdo constituidos basicamente por 3 componentes: um
agente precursor (aminas aromaticas orto e para-substituidas com grupos amino e/ou
hidroxidos, como p-fenilenodiamina e p-aminofenol); um agente acoplador (compostos
aromaticos m-substituidos com grupos doadores de elétrons, como as fenilenodiaminas,
resorcinol, naftol) e um componente oxidante em meio alcalino, (principalmente o peréxido de
hidrogénio), na presenca de amonia (OLIVEIRA et al., 2014; TOWNS, 2021; HE et al., 2022).

Embora o uso das tinturas capilares seja muito difundido, esses cosméticos apresentam
riscos aos seus usuarios e aos profissionais que os aplicam, devido as reacdes adversas que
promovem nos sistemas bioldgicos, que vdo desde uma simples irritacdo/sensibilizacdo até
efeitos sistémicos mais graves (COIMBRA et al., 2022). Essas reac0es das tinturas capilares
podem variar ainda de acordo com as sensibilidades individuais do consumidor, do uso
inadequado do produto ou ainda da composicdo usada no tingimento dos fios (CHIARI, 2012;
SANTOS; CRUZ; COSTA, 2018). Contudo, embora haja essa predisposi¢do individual,
estudos confirmam que os componentes quimicos das tinturas capilares estdo entre os elementos
mais reativos da industria cosmética (NOHYNEK et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2014,
NANDINI et al., 2023).

A retirada da tintura capilar, pds coloracdo, é feita por sucessivas lavagens.
Primeiramente, a lavagem é feita somente com agua, para retirar o excesso do creme de
tingimento aplicado. Posteriormente, € realizada uma segunda lavagem, para a retirada do
xampu e, finalmente, a Gltima lavagem para a retida do condicionador usado para a finalizacéo
da higiene capilar. Essas lavagens geram uma grande quantidade de efluentes portadores de
corantes, subprodutos das reagdes entre os componentes da tintura, além de residuos de xampus
e condicionantes, portanto de alta complexidade quimica, com caracteristicas potencialmente
toxica e recalcitrante, que podem interferir na qualidade dos tratamentos dos efluentes urbanos
de origem domesticos (MAIFADI et al.,, 2020; 2021). Se essas substancias ndo forem

devidamente removidas pelas estacdes de tratamentos de esgoto, elas podem causar sérios
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problemas ambientais, como desestabilizacdo do equilibrio natural dos ecossistemas
(CARVALHO; FUNGARO; IZIDORO, 2010; NKANSAH et al., 2016; PAVITHRA et al.,
2019).

Atualmente, produtos de cuidado pessoal e cosméticos tém sido enquadrados na
categoria de contaminantes emergentes. Considerando que os efluentes de saldo de beleza sdo
ricos em residuos destes poluentes, e que esses contaminantes podem chegar aos corpos d'agua,
é prudente e necessario que esses efluentes sejam bem avaliados, quantos aos seus potenciais
impactos ecotoxicoldgicos. Uma forma adequada para avaliar a ecotoxicidade desses efluentes,
e pela realizacdo de ensaios com bioindicadores expostos a diferentes diluicdes dessas aguas
residuais, sob condicbes experimentais controladas (GRANT, 1994; ARANTES et al., 2017),
bem como com amostras coletadas no corpo hidrico receptor do efluente.

Dentre os diversos testes toxicologicos indicados para avaliagbes preliminares do
potencial efeito toxico de amostras diversas, estdo os ensaios com Lactuca sativa L. (alface) e
Allium cepa (cebola). A L. sativa é uma espécie amplamente utilizada para avaliar compostos
solveis em agua e misturas complexas, como os efluentes, lixiviado de solos e sedimentos. Os
ensaios realizados com sementes de L. sativa fornecem diversas vantagens sobre os outros
organismos-teste, devido ao seu baixo custo, facil manuseio e cultivo difundindo em quase o
ano todo (GRYCZAK; KILIPPER; COSTA, 2018; KOMILIS; TZIOUVARAS, 2009;
SOBRERO; RONCO, 2004; CHARLES et al., 2011; PRIAC; BADOT; CRINI, 2017). Por
essas caracteristicas, a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) também
indica a utilizacdo desse bioindicador em ensaios ecotoxicolégicos. O bioindicador Allium cepa
também é considerado um excelente bioindicador de ecotoxicidade (PAMPLONA-SILVA,;
GONCALVES; MARIN-MORALES, 2018; SOMMAGGIO et al, 2018; CARITA;
MAZZEO; MARIN-MORALES, 2019), indicado como material-teste padrdo pela “Royal
Swedish Academy of Science” (FISKESJO, 1985) e pelo “Gene-Tox Program” (GRANT,
1982).

Considerando o uso das tinturas capilares em larga escala e 0s poucos estudos sobre 0s
possiveis efeitos ecotoxicologicos dessas tinturas, o presente estudo objetivou avaliar a
toxicidade de efluentes gerados em saldes de beleza, ap6s tingimento capilar com tintura
castanha, por meio de ensaios com sementes de alface (L. sativa L.) e de cebola (Allium cepa).
Além disso, também foi avaliada a possivel diminuicdo da toxicidade destes efluentes, pelo uso

de processos de filtragéo.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Obtencéo, preparacao e armazenamento das amostras de efluentes

Os efluentes estudados foram coletados, com prévia autorizacdo do proprietario, em um
saldo de beleza profissional da cidade de Rio Claro/SP, Brasil. Foram coletadas amostras de
dois tipos de efluentes, derivados de lavagens de cabelos submetidos a aplicacdo da tintura
capilar castanha: 1) EC - denominado de efluente completo, que foi obtido apos sucessivas
lavagens capilares, como segue: primeiramente com agua, para retirada da excesso da tintura,
seguida de uma segunda lavagem com xampu, para garantir a retirada total do excesso de tintura
e outra lavagem com condicionador, para finalizar a higienizagcdo dos cabelos; 2) ET —
denominado de efluente da tintura capilar, obtido da lavagem realizada somente com agua, para
retirada do excesso da tintura aplicada, portanto isenta de xampu e de condicionador. Essa
amostra foi coleta para obter informagdes sobre a toxicidade relacionada aos componentes
exclusivos da tintura capilar. Ao todo, foram coletados, aproximadamente, 20 L de cada tipo de
efluente estudado.

Os efluentes coletados passaram por filtragem em papel filtro qualitativo (gramatura
80 g/m? e didmetro 9 cm), para retirar impurezas e particulas solidas indesejadas. Cerca de 50
mL do efluente foram submetidos a filtrac&o adicional, em filtro de fluoreto de polivinilideno
(PVDF) de poros de 0,45 um de didmetro. Desta forma, foram estabelecidos quatro tipos de
amostras: 1. EC-F: efluente completo, filtrado em filtro de fluoreto de polivinilideno (PVDF);
2. EC-NF: efluente completo, sem filtracdo em PVDF; 3. ET-F: efluente da tintura capilar,
filtrado em filtro PVDF; e 4. ET-NF: efluente da tintura capilar, sem filtracdo em PVDF. Essas
amostras de efluentes foram, adequadamente, armazenadas, separadamente, em galGes
devidamente identificados e estocados em freezer (aprox. — 4 °C), para evitar a degradagdo, até

a montagem dos bioensaios.

2.2. Organismos-teste

2.2.1. Lactuca sativa
A espécie Lactuca sativa L. (2n = 18) foi utilizada como organismo-teste para avaliar o
potencial fitotoxico dos efluentes gerados em salbes de beleza. Foram realizados com esse
bioindicador os testes de germinacdo e crescimento de raiz. Para os ensaios, foram utilizadas
sementes de alface da variedade Grand Rapids, (Isla® Sementes, Porto Alegre, Brasil - livre de
defensivos agricolas, lote 122681).
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2.2.2. Allium cepa

A espécie A. cepa (2n = 16) foi utilizada como organismo-teste, para as avaliagdes de
citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade dos efluentes coletados. Os ensaios foram
realizados com sementes de cebola da variedade Baia Periforme (Isla® Sementes, Porto Alegre,

Brasil - livre de defensivos agricolas, lote 132868).

2.3. Bioensaios

2.3.1. Fitotoxicidade em Lactuca sativa

Os ensaios de fitotoxicidade com L. sativa, foram desenvolvidos de acordo com o
protocolo estabelecido por de Sobrero e Ronco (2004), com algumas modificacdes. Foram
distribuidas em placas de Petri forradas com papel de filtro, 30 sementes de alface. As sementes
foram expostas a germinacdo em 4,0 mL dos diferentes tratamentos, sendo cada placa
correspondente a um tratamento (DO = amostra bruta - 100,00%; D1 = amostra diluida a
50,00%; D2 = amostra diluida a 25,00%; D3 = amostra diluida a 12,50%; D4 = amostra diluida
a 6,25%; D5 = amostra diluida a 3,125%). O Controle positivo (CP) foi realizado com sulfato
de zinco heptahidratado (ZnS0O4.7H20, 0,05 M), controle este usado para confirmar a
sensibilidade do organismo-teste. O controle negativo (CN) foi realizado com &gua ultrapura.
O ensaio foi realizado com cinco réplicas para cada grupo amostral, distribuidas aleatoriamente
em estufa BOD com temperatura controlada a 22,0+£2,0 °C, sem fotoperiodo, por 120 horas de
exposicao.

Transcorridas as primeiras 48 h de exposicdo, foram contabilizadas as sementes
germinadas, a fim de se determinar a taxa de germinacdo. Decorridas as 72 h remanescentes,
totalizando as 120 h propostas, foram mensurados, com auxilio de um paquimetro digital de
escala milimétrica, os comprimentos das radiculas emergidas.

Os resultados desta analise foram usados para calcular a taxa de germinacéo (TG%),

utilizando-se a expressdo matematica descrita na Equacéo 1.

n° de sementes germinadas
TG(%) =

x 100 (1
n° total de sementes distribuidas (1)

O namero de sementes germinadas também foi utilizado para constru¢do de uma curva
de regressdao (germinacdo x diluicdo) e, com base nela, foi calculado o I1Cso (concentragdo

necessaria para inibir 50% da germinacéao das sementes, em relacdo ao CN). A partir das médias
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dos valores de crescimento de raizes, foi determinada a taxa de fitotoxicidade (TF), conforme
descrito na Equagéo 2.

(média de resultados do CN—média de resultados do tratamento )
(média de resultados do CN)

TF(%) = x 100 (2)

2.3.2. Citotoxicidade e genotoxicidade em Allium cepa

Os ensaios com A. cepa foram desenvolvidos de acordo com o protocolo de Grant
(1982), com algumas modificacdes. Foram distribuidas, em placas de Petri forradas com papel
filtro, 100 sementes de cebola, que foram submetidas a germinacdo em 5,0 mL dos diferentes
tratamentos (D1 = amostra diluida a 50,00%; D3 = amostra diluida a 12,50%; D5 = amostra
diluida a 3,125%). A selecdo destas diluicdes foi estabelecida pelo experimento de germinacéo
de sementes, realizado com L. sativa. O CN foi realizado em &gua ultrapura e o CP com
Trifluralina (Nortox®, CAS 1582-09-8) na concentracdo de 0,84 g/L. O ensaio foi realizado
com trés réplicas para cada grupo amostral, em estufa BOD com fotoperiodo e temperatura
controlada a 22,0+2,0, durante 120 horas de exposicéo.

Apds a germinacao, as radiculas foram coletadas, fixadas em Carnoy 3:1 (3 partes de
etanol para 1 de &cido acético — v:v) e armazenadas a 4 °C. Este material foi utilizado para os
testes de aberracGes cromossémicas/nucleares (AC) e de micronucleo (MN), com células
meristematicas, e de micronutcleo (MN) com células F1.

Para o preparo das laminas, as raizes fixadas passaram, previamente, por trés banhos em
agua destilada, para retirada do fixador. ApGs esse procedimento, as radiculas foram
hidrolisadas em HCI1 1,0 M a 60 °C, por 10 minutos, ¢ transferidas para frascos escuros contendo
reativo de Schiff, onde permaneceram por, aproximadamente, duas horas. Na sequéncia, as
regibes meristematicas e F1 foram seccionadas em lamina, com o auxilio de uma navalha
metalica. O material recebeu uma gota do corante carmim acético (2%), foi recoberto com
laminula e esmagado, suavemente. Para a obtencao de laminas permanentes, as laminulas foram
extraidas em nitrogénio liquido e as Iaminas montadas em resina sintética (Entellan®).

As andlises das laminas foram feitas em microscopia de luz, objetiva de 40 X e os
resultados foram utilizados para a obtencdo dos indices de citotoxicidasde, genotoxicidade e do
potencial mutagénico dos efluentes estudados. Foram contabilizadas 500 celulas/lamina: 4
laminas/réplica, sendo 3 réplicas/tratamento, totalizando 6.000 células/tratamento.

O indice mitotico (IM) foi obtido pela relagdo entre o nimero de células em diviséo e o

ndmero total de células observadas, sendo usado como indicativo de citotoxicidade. A anélise
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da frequéncia de células em processo de morte celular foi realizada como complemento da
informacdo de citotoxicidade (Equacéo 3). O indice de genotoxicidade (IGen) foi avaliado pela
determinacdo da frequéncia de micronucleos (MN); alteracbes nucleares; e aberracOes
cromossémicas, como brotos nucleares, células binucleadas, células poliploides, aderéncias
cromossémicas, C-metafases, perda, ponte e quebra cromossdmica, andfases multipolares e
outras (Equacdo 4.) O potencial mutagénico (PMut) das amostras foi estimado pela

determinacéo da frequéncia de células F1 portadoras de MN (Equacéo 5).

< . e s n° de células em mitose
Indice mitético (IM) =

x 100 (3)

n° total de células observadas

n° de células alteradas

Indice de Genotoxicidade (IGen) = x 100 (4)

n° total de células observadas

n° de células F1 alteradas

Potencial mutagénico — F1 (PMut) = x 100 (5)

n° total de células F1 observadas

2.4. Andlise estatistica

As analises estatisticas de todos os testes foram realizadas com auxilio do software
estatistico GraphPad Prism 9.0 (La Jolla, E.U.A.). Todos os dados obtidos foram analisados,
quanto a normalidade, pelo teste de D’Agostino e Pearson e, em seguida, comparados
estatisticamente com o respectivo CN, de acordo com o teste mais apropriado. Para
distribuicbes normais (distribuicdo de Gauss), os dados foram comparados pelo teste
paramétrico ANOVA, seguido pelo teste de comparacdo multipla de Holm-Sidak (p < 0,05).
Para distribuicbes ndo normais, os dados foram comparados pelo teste ndo-paramétrico de
Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de comparacdo multipla de Dunn.

3. RESULTADOS
Os resultados dos ensaios de germinacdo de L. sativa, expostas aos tratamentos EC-NF,
EC-F, ET-NF e ET-F, apresentaram distribuicdo normal, portanto a comparacdo entre 0s
resultados do tratamento com os controles foi realizada pelo teste paramétrico ANOVA/Holm-
Sidak. Ja para os resultados de crescimento radicular, como nenhum dos tratamentos apresentou
distribuicdo normal, a comparacao foi feita pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis/Dunn.
Todos os resultados de taxa de germinacdo de sementes, comprimento de raiz e taxa de

fitotoxicidade, obtidos nos ensaios com L. sativa, estdo apresentados nas Tabelas 1 e 2. Como
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o CP foi eficaz na inibicdo da germinacdo de todas as sementes expostas, este tratamento néo
foi incluido nas tabelas.

Todas as diluicdes, de todos os tratamentos avaliados, exibiram taxas de germinacéo,
estatisticamente diferentes, em relacdo ao CN (Tabelas 1 e 2). Ja para os resultados de
crescimento de raiz e taxas de fitotoxicidade, todos as concentragdes testadas dos efluentes EC
e ET, filtrados e n&o filtrados, apresentaram diferencas significativas, em relagédo ao CN (Tabela
1 e 2), exceto a concentracdo D5 (3,125%) dos tratamentos ET-F (Tabela 2).

Os resultados de taxa de germinacdo de L. sativa também foram utilizados para a
construcdo da curva de regressdo, necessaria para determinar a concentracdo de inibicdo de
50% da germinacéo das sementes (ICso). A equagdo de cada curva permitiu determinar o perfil

dos tratamentos, o0 que possibilitou a comparacdo da toxicidade entre os mesmos (Figura 1).
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Figura 1 — Curvas de regressdo obtida com os dados germinacdo de sementes de Lactuca

sativa submetidas aos diferentes tratamentos avaliados.
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A: EC-NF; B: EC-F; C: ET-NF; D: ET-F; Eixo X: amostras testadas (0,00%; 3,125%; 6,25%; 12,50%; 25,00%;

50,00%; e 100,00% /amostra bruta); Eixo Y: porcentagem de sementes germinadas.
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Tabela 1 - Resultados e os desvios padréo das taxas de germinacdo de sementes de alface, crescimento de raiz e de fitotoxicidade, apds a exposicao

as amostras do efluente completo (EC).

EC-NF EC-F
e e de vz (o TF 59 T (%0 e vz () TF 00
CN 94.00 +4.35 40.48 +1.73 0.00 +£0.00 92.67 +2.79 40.60 + 1.30 0.00 £ 0.00
DO 37.33 +4.94* 6.41+0.83% 84.24 +1.23*® 38.00 + 1.83% 11.36 + 0.80** 72.03 £ 1.27*
D1 50.00 + 5.27* 12.18 + 0.93** 69.96 + 1.18*? 47.33+2.79* 16.22 + 0.63** 60.04 £ 1.06*®
D2 54.00 *+ 4.35* 18.52 + 0.86** 54.30 £ 0.15* 55.33 +£1.83* 21.57 £ 0.72** 46.88 £ 0.82*®
D3 65.33 + 3.80* 23.02 + 1.13* 43.16 + 1.02*® 66.00 + 2.79* 23.84 £ 0.61* 41.32 + 1.05*®
D4 76.00 + 4.35* 28.52 + 0.89** 29.55+1.79* 78.67 £ 1.83* 27.73 £ 0.80** 31.71 £ 1.35*
D5 84.00 + 2.79** 3220+ 1.77* 20.46 + 2.48* 89.33 + 2.79*¥ 31.61 + 1.20** 22.13 +1.23*

CN: controle negativo; EC-NF: efluente completo ndo filtrado em PVDF; EC-F: efluente completo filtrado em PVDF; TG (%): taxa de germinagdo, TF (%): Taxa de
fitotoxicidade; DO: amostra bruta; D1: diluigdo a 50,00%; D2: dilui¢do a 25,00%; D3: dilui¢do a 12,50%; D4: diluicdo a 6,25%; D5: diluicdo a 3,125%. *significativo (p < 0.05)
em relagdo ao CN; ¥, significativo entre os tratamentos do parametro TG; 7. significativo entre os tratamentos do parametro crescimento de raiz; ®. significativo entre os
tratamentos do parametro TF.

Tabela 2 - Resultados e os desvios padréo das taxas de germinacéo de sementes de alface, crescimento de raiz e de fitotoxicidade, apds a exposicao
as amostras do efluente da tintura capilar (ET).

ET-NF ET-F
e e o rai (o TF (%) TG (%) o rai (o TF (%)

CN 94.00 + 4.35 40.77 £ 2.79° 0.00 £ 0.00 96.00 + 4.35 39.94 + 1.69° 0.00 + 0.00
DO 38.67 + 3.80* 6.83 + 0.95* 83.23 + 1.03*? 45.33 + 3.80* 9.31 + 0.94% 76.69 + 0.56*®
D1 59.33 + 4.94* 12.09 + 0.92* 70.28 + 1.34%® 64.00 + 6.41* 14.69 + 1.54* 63.20 + 0.57*®
D2 59.93 + 2.79*¥ 16.04 + 1.40% 60.68 + 2.08*® 74.00 + 2.79% 19.03 + 1.03* 52.36 + 0.64*®
D3 76.67 + 3.33* 24.07 + 1.23% 40.95 + 1.82* 68.00 + 1.83*¥ 22.96 + 1.02%* 44,51 + 4,69
D4 82.67 £ 2.79* 28.53 + 0.90** 29.99 + 1.92%? 85.33 + 2.98* 32.60 + 1.41%* 18.39 + 1.59%®
D5 87.33 +2.79* 3212+ 1.17% 21.21 +3.41*® 86.67 + 2.36* 38.38 + 1.42% 3.88 +2.18°

CN: controle negativo; ET-NF: efluente da tintura capilar néo filtrado em PVDF; ET-F: efluente da tintura capilar filtrado em PVDF; TG (%): taxa de germinagéo, TF (%):
Taxa de fitotoxicidade; DO: amostra bruta; D1: dilui¢cdo a 50,00%; D2: diluicéo a 25,00%; D3: dilui¢do a 12,50%; D4: diluicdo a 6,25%; D5: diluicdo a 3,125%. *significativo
(p < 0.05) em relagéo ao CN; *. significativo entre os tratamentos do pardmetro TG; 7. significativo entre os tratamentos do parametro crescimento de raiz; ®. significativo entre
os tratamentos do pardmetro TF.
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A partir das diluicdes testadas de EC-NF, foi possivel determinar um ICso de 63,14%
(Figura 1A), para esse tipo de efluente, enquanto que o de EC-F este indice foi equivalente a
65,05% (Figura 1B). Ja em relacdo ao tratamento ET-NF, foi verificado ICso de 73,59% (Figura
1C), enquanto que para o ET-F, este valor foi equivalente a 90,28% (Figura 1D). Os valores de
R? de todas as regressdes, permaneceram acima de 86%, garantindo assim o ajuste da curva
aos dados.

Os resultados do indice mitético (IM), obtidos com células meristematicas de A. cepa,
mostraram distribuicdo normal para os tratamentos EC-F e ET-F. Desta maneira, as analises
estatisticas desses resultados foram realizadas pelo teste paramétrico ANOVA/Holm-Sidak.
Como os resultados obtidos para o indice de genotoxicidade (IGen), dos mesmos tratamentos,
ndo apresentaram distribuicdo normal, foi aplicado na avaliacdo estatistica o teste nao-
paramétrico de Kruskal-Wallis/Dunn. Os tratamentos EC-NF e ET-NF apresentaram
distribuicdo normal, para IM e I1Gen, sendo também utilizado, nestes casos, o teste paramétrico
ANOVA/Holm-Sidak. Todos os resultados de IM, 1Gen estdo apresentados nas Figuras 2 e 3.

Os resultados do IM mostraram que, apenas a D1 (dilui¢do do efluente em 50,0%) do
tratamento EC-NF, apresentou diferenca significativa, em relacdo ao CN. Quanto ao tratamento
EC-F, ndo foram observadas diferencas significativas de IM. Para os tratamentos ET-NF e ET-
F, todas as dilui¢bes apresentaram diferencas significativas, exceto D5 (3,125%) do ET-NF.

Para os resultados de 1Gen, foi observado que as diluigdes D1 (50,0%) e D3 (12,5% do
tratamento EC-NF e a diluicdo D1 (50,0%) do EC-F apresentaram resultados genotoxicos
significativos, em relacdo ao CN. Quanto aos tratamentos ET-NF e ET-F, todas as diluices
induziram diferencas significativas, exceto D5 (3,125%) do ET-F.

Os resultados referentes ao PMut ndo foram apresentados em figuras, pois nenhuma das
diluicdes (D1, D3 e D5) dos tratamentos (EC-NF; EC-F; ET-NF e ET-F), apresentou diferencas

significativas, em relacdo ao CN.
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Figura 2 - Resultados do teste de citotoxicidade (indice mit6tico), realizado com A. cepa, apds

exposicédo aos diferentes efluentes, nas suas correspondentes diluigdes.

¥ #

—_ 250 x % ¥ # # =

S T T # # # * % T

< 200{™ s o T

-

£ 150

E

_§ 10.0

E 5.0

0.0
CN CP D1 D3 D5 D1 D3 D5 D1 D3 D5 D1 D3 D5

EC-NF EC-F ET-NF ET-F

CN: controle negativo; CP: controle positivo. EC-NF efluente completo ndo filtrado em PVDF; EC-F: efluente
completo filtrado em PVDF; ET_NF: efluente da tintura capilar ndo PVDF; ET-F: efluente da tintura capilar
filtrado em PVDF. D1: diluicdo a 50,00%; D3: dilui¢do a 12,50%; D5: dilui¢do a 3,125%. *significativo (p < 0.05)
em relagio ao CN; ¥:significativo entre os tratamentos EC-NF e EC-F; 7: significativo entre os tratamentos ET-NF
e ET-F.

Figura 3 - Resultados do teste de genotoxicidade (inducdo de alteragfes cromossémicas e
nucleares), realizado com A. cepa, apds exposicao aos diferentes efluentes, nas suas
correspondentes diluicdes.
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CN: controle positivo. EC-NF efluente completo néo filtrado em PVDF; EC-F: efluente completo filtrado em
PVDF; ET_NF: efluente da tintura capilar ndo PVDF; ET-F: efluente da tintura capilar filtrado em PVDF. D1:
diluicdo a 50,00%; D3: diluicdo a 12,50%; D5: dilui¢do a 3,125%. *significativo (p < 0.05) em relacdo ao CN;
*:significativo entre os tratamentos EC-NF e EC-F; 7: significativo entre os tratamentos ET-NF e ET-F.
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4. DISCUSSAO

A lavagens capilar faz parte da rotina diéria dos salGes de beleza. Este processo elimina
alguns compostos reativos, como precursores, acopladores e corantes, que podem reagir entre
si, formando subproduto intermediarios, que reagem com aminas originais da tintura, formando
a base de Bandrowski, que é um composto de reconhecido potencial genotdxico (BOLT;
GOLKA, 2007; OLIVEIRA et al., 2014; UTER; LEPOITTEVIN; LIDEN, 2021).
Consequentemente, esses compostos fazem parte dos efluentes de salbes de beleza que, pela
sua alta reatividade biologica, tornam esses efluentes preocupantes, tanto pelo seu potencial
poluidor como pela falta de tecnologias destinadas a tratamentos de efluentes de salGes de
beleza (BESSEGATO et al., 2018; MAIFAID et al., 2020). Além disso, a toxicidade
remanescente dos efluentes pode ser incompativel com a qualidade desejada da agua do corpo
hidrico receptor, mesmo depois de passar por estacdes de tratamento de efluentes (ETES). Isso
acontece pelo fato destas ETE serem projetadas para a redugdo de poluentes convencionais,
como matéria organica e solidos suspensos, e ndo para a reducdo da toxicidade especificas,
como a de corantes capilares (GORITO et al., 2017; RODRIGUEZ-NARVAEZ et al., 2017,
TARPANI; AZAPAGICO, 2018).

De acordo com Leusch et al. (2014), os testes ecotoxicoldgicos possuem, como principal
vantagem, a deteccdo de efeitos toxicos baseados em atividades bioldgicas, mesmo quando ndo
ha um conhecimento prévio do agente toxico. Diferentes espécies vegetais tém sido,
frequentemente, utilizadas como bioindicadores de ecotoxicidade como, por exemplo, a espécie
Allium cepa L. (LEME; MARIN-MORALES, 2009; PAMPLONA-SILVA; GONCALVES;
MARIN-MORALES, 2018; SOMMAGGIO et al., 2018; CARITA; MAZZEO; MARIN-
MORALES, 2019), Lactuca sativa L. (SOBRERO; RONCO, 2004; CHARLES et al., 2011;
CRINI, 2017; COSTA, 2018), Tradescantia sp. (MISIK et al., 2011; CAMPOS et al., 2019;
KHOSROVYAN et al., 2023), entre outros (GERAS’KIN; EVSEEVA; OUDALOVA, 2011;
SOUZA; GUEDES; FONTANETTI, 2016).

Os bioensaios de inibicdo do processo germinativo e do alongamento das radiculas de
Lactuca sativa se caracterizam como uma ferramenta eficaz para avaliar o potencial toxico de
substancias. Esses ensaios sdao amplamente utilizados para identificar e quantificar danos
toxicoldgicos de residuos, pela sua simplicidade de execucéo, rapidez de respostas, fidelidade
dos resultados e reprodutividade do teste. A utilizacdo desses bioensaios destacam-se pela sua
eficacia em fornecer dados precisos e confiaveis, contribuindo, significativamente, para a
avaliacdo de riscos ambientais e preservagéo da saude ecossistémica (WANG; KETURI, 1990;
PALMIERI et al., 2014; GONCALVES; COELHO; CAMILI, 2016).


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/science-and-technology

Artigo 2 87

Para Sobrero e Ronco (2004), a inibicdo de germinacdo pode ser considerada um
biomarcador de efeito letal, enquanto a inibicdo do alongamento de raiz e do hipocétilo pode
ser classificada como biomarcador de efeitos subletais. Desta forma, os resultados obtidos por
esses biomarcadores se complementam, pois concentracfes baixas de compostos toxicos podem
ndo ser suficientes para inibir a germinacdo, mas podem atrasar ou inibir o processo de
alongamento da plantula, dependendo do modo e local da agdo dos compostos em questéo
(JADERLUND; ZACKRISSON; NILSSON, 1996; TAMADA etal., 2012; TENA et al., 2021).

Pelos resultados obtidos nos ensaios realizados com L. sativa, todas as dilui¢bes de todos
0s tratamentos, com excecdo da diluicdo D5 do ET-F, foram fitotdxico (Tabela 1). Quando 0s
mesmos tratamentos (EC-NF e EC-F) foram usados em bioensaios de citogenotoxicidade com
A. cepa, foi observado respostas diferentes as de germinacdo com L. sativa. Pelo ensaio do IM,
foi observado que, apenas a concentracdo D1 (50,0%) do tratamento EC-NF, apresentou
alteracéo estatisticamente diferente para este parametro, quando comparado ao CN (Figura 2A).
Esse resultado indicou que essa concentracao estimulou a diviséo celular, efeito este que pode
resultar em uma possibilidade de proliferacdo celular desordenada (MAGDALENO et al.,
2016; PANIGRAHI et al., 2021). Ja o tratamento EC-F ndo apresentou alterac@es significativas,
uma vez que os valores de IM se aproximaram aos do CN, em todas as concentracdes estudadas
(Figura 2B). Quanto ao potencial genotoxico das tinturas, foram observadas diferencas
estatisticas, em relacdo ao CN, para os tratamentos D1 (50,0%) e D3 (12,5%) do EC-NF (Figura
3A), e D1 do EC-F (Figura 3B). Entretanto, quando as mesmas concentracdes dos tratamentos
filtrados e nao filtradas em PVDF foram comparadas entre si, ndo foi observada comprovacéo
de reducéo da toxicidade pos filtragem em PVDF.

O material do filtro PVDF é um polimero hidrofébico atoxico, que possui alta
resisténcia térmica e quimica. E um filtro de baixa ligacdo com proteina, portanto, recomendado
para filtragGes de amostras ambientais, principalmente para purificagdo de dguas (THURMER,
2009; SUJA et al., 2017). A filtracdo de amostras pode separar compostos toxicos associados
com sdlidos suspensos ou particulas removiveis (BURKHARD; ANKLEY, 1989; LEUSCH,;
CHAPMAN, 2011). Além disso, em meio aquoso, a interagdo de substancias organicas e
inorganicas com a membrana é dependente das propriedades de superficie da membrana
utilizada (AL-AMOUDI; LOVITT, 2007; FERELLA et al., 2013). Assim, a eficiéncia das
técnicas de filtracdo depende do tamanho da particula, da distribuicdo dos compostos na agua
e da porosidade dos filtros. Em geral, quanto menor o diametro médio dos poros dos filtros,

melhor sera sua eficiéncia, pois conseguira reter uma maior gama de componentes (GHUNMI,
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ABU; ZEEMAN; VAN LIER, 2011; CHEN et al., 2018; ABDEL, 2018; MEDEIROS et al.,
2020).

Melo et al. (2013) constataram uma diminuicdo acentuada da toxicidade de efluentes
gerados por industrias de cosméticos, apos estes passarem por processos fisico-quimicos de
equalizacdo, separacdo Oleo-agua, coagulagdo/floculacdo, sedimentacdo e filtracdo com carvao
ativado/areia. Os autores inferiram que as toxicidades observadas nas amostras estavam
associadas a presenca de materiais particulados, compostos volateis ou subletais (MELO et al.,
2013).

Srebernich et al. (2009) também verificaram a influéncia de diferentes tipos de filtros
(filtro de flanela, filtro de papel ecoldgico, filtro de papel comum e filtro de nylon) na retencéo
da contaminante emergente cafeina. Os autores observaram que o tipo de filtro utilizado na
filtracdo da bebida teve influéncia significativa no teor de cafeina. A capacidade de retencédo de
cafeina pelos filtros obedeceu a ordem: filtro de flanela; filtro de papel ecolégico; filtro de papel
comum e filtro de nylon. A diferenga entre o teor madximo e minimo de cafeina foi associada a
porosidade dos materiais dos filtros testados.

Outro estudo, desenvolvido por Rendon et al. (2018), demonstrou que as concentracfes
de diterpenos presentes em cafés dependiam do tamanho das particulas do pé de café e da
porosidade do filtro de papel. Os dados aqui apresentados para efluentes contaminados com
tintura capilar corroboram com os dados da literatura e reforcam que a escolha do filtro é um
fator importante a ser considerado, pois os filtros apresentam composicdes/caracteristicas
distintas, portanto podem conferir respostas diferentes e influenciar, diretamente, na
concentracdo dos componentes toxicos das amostras.

Zortea, Freiberger e Fuzinatto (2018) observaram uma relacdo dependente entre
concentracdo da amostra de efluente de lavanderia hospitalar com inibi¢Ges da germinacéo e do
crescimento das plantulas. Semelhantemente, os dados de Novack et al. (2013) obtidos por
meio de bioensaios com L. sativa, mostraram essa mesma relacdo entre concentragcdo de
efluente da industria de tintas e diminuicdo da taxa de germinacdo. Os resultados obtidos no
presente estudo, com efluentes de salées de beleza contaminados com tintura capilar,
corroboram os dados da literatura acima citados, pois tambem foi evidenciada que, quanto
maior a concentracdo do efluente, maior é a inibicdo da taxa de germinacdo e do
desenvolvimento das plantulas.

No presente estudo, também foi avaliado se a filtragem do efluentes de sal6es de beleza,
por filtros especiais, além do filtro de papel para retirada de material grosseiro, poderia diminuir
a toxicidade desses efluentes. Os ensaios realizados com os efluentes ET-NF e ET-F indicaram
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menor quantidade de residuos da tintura do que os portadores de residuos de xampus e
condicionadores.

Pelo ensaio do IM com A. cepa, as diluicbes D1 e D3 do tratamento ET-NF e as trés
diluicdes do tratamento ET-F apresentaram diferencas significativas, em relacdo aos resultados
de CN, portanto foram citotoxicas para esse bioindicador. Esse estimulo observado em ET-F
(menor concentracdo) pode estar relacionado com a concentragdo de NP de TiO> presentes na
tintura. Estudos realizados por Laware e Raskar (2014) mostraram que as baixas concentracdes
de NP de TiOz estimulam o crescimento desta planta. Portanto, os ensaios realizados com esse
bioindicador podem estar associados com uma resposta espécie especifica para as NP de TiO».

Para os ensaios de 1Gen com A. cepa, foi observado que todas as dilui¢des testadas do
tratamento ET-NF (D1-50,0%; D3-12,5%; D5-3,125%) e as duas diluicdes maiores do ET-F
(D1-50,0% e D3-12,5%) foram genotoxicas para este bioindicador.

Estes resultados podem ser decorrentes de um possivel impedimento de
interagBes/reacOes quimica, entre os componentes do efluente, formagéo de compostos toxicos
associados com os sélidos em suspensao ou por remocdo de particulas no processo de filtragéo.
A interacdo entre a tintura capilar e 0s compostos dos xampus e condicionadores pode gerar
uma mistura complexa, com ampla variedade de componentes. Dentre esses componentes pode
se destacar os surfactantes, que sdo substancias capazes de transportar moléculas do corante por
uma variedade de mecanismos, incluindo a co-micelizacgdo (NAGARAJAN, 1986),
solubilizacdo em micelas (CHOUCAIR; EISENBERG, 2003) e adsorcdo (NAFICY et al.,
1981).

Dois estudos demonstraram que certos surfactantes, como o lauril éter sulfato de sédio
e o lauril éter polioxietileno, podem danificar as membranas celulares, diminuir a atividade
mitocondrial e inibir a sintese protéica celular (JELINEK, 1998; SONG, 2011). Ao atuarem
como carreadores, os surfactantes facilitam a interacdo das tinturas capilares com as células,
auxiliando os corantes capilares a se ligarem a macromoléculas, como o DNA (YOU, 2009).
Alguns corantes e surfactantes utilizados em tinturas capilares apresentam potencial
mutagénico (AMES, 1975), representando um perigo a saude humana e ao ambiental. Vale
destacar que o lauril éter sulfato de sédio é um dos componentes presentes nos xampus e
condicionadores aplicados nas lavagens dos fios, pos tingimento. Assim, tanto os dados da
literatura como os obtidos nesse estudo corroboram a hipotese de que os efeitos nocivos dos
efluentes de saldo de beleza, contaminados com tintura capilar, podem ser resultado da acéo de

compostos tensoativos dos produtos utilizados.
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De forma geral, os tratamentos EC induziram menores taxas de germinacéo de sementes
de alface, que os tratamentos ET. Esse dado é corroborado pelos valores de 1Cso, que apontam
maior toxicidade para EC-NF e EC-F do que para ET-NF e ET-F. Foi observado que EC-NF e
EC-F, nas menores concentracdes (63,14% e 65,05%, respectivamente) inibiram a germinacéo
das sementes expostas em 50,0%. Em relacdo ao ET-NF e ETF, apenas as concentragoes
maiores (73.59% e 90.28%, respectivamente) apresentaram esse mesmo efeito inibidor.

Os resultados descritos estdo baseados nos resultados do coeficiente de determinacéo
(R?). Coeficiente este considerado uma medida de concordancia de um modelo estatistico linear
generalizado, como a curva de regressdo utilizada neste estudo. Schober, Boer e Schwarte
(2018) estabeleceram faixas de interpretacdo dos valores obtidos, onde: R? > 0,9 indica
correlagdo muito forte; entre 0,9 e 0,7 correlagdo forte; entre 0,7 e 0,5 correlacdo moderada;
entre 0,5 e 0,3 correlacdo fraca; e entre 0,3 e 0,0 correlagdo insignificante. De acordo com essa
classificacdo, os dados deste estudo, mostram uma correlagdo forte (EC-NF; EC-F e ET-F) e
muito forte (ET-NF), uma vez que o menor valor de R? foi de 0,8617.

Outro resultado interessante do estudo foi a resposta de toxicidade observada apds o
processo de filtracdo com PVDF (poro de 0,45 um). Quando as amostras dos efluentes foram
submetidas a este filtro (EC-F e ET-F), houve uma diminuicéo da toxicidade, em relacdo as
amostras ndo filtradas, demonstrada pelos registros dos mais altos valores de ICso antes da
filtracdo e, consequentemente, sua diminuicdo apos a mesma. Esta resposta sugere a retencao
de moléculas formadas, por modificacdo ou transformacdo das reacBes entre a tintura e 0s
componentes do xampu e do condicionador. Assim, pode-se inferir que o filtro de PVDF pode
ser capaz de reter os componentes da tintura presente nos efluentes. Dessa forma, sugere-se que
a filtragdo de efluentes provenientes do saldo de beleza pode minimizar a toxicidade dos
mesmos e, consequentemente, causar menos impacto a rede de coleta, ao sistema de tratamento
de esgoto e aos recursos hidricos receptores desses efluentes.

Estudos realizados por Perdigén-Meldn et al. (2010), com efluentes de uma industria
de cosméticos, também registraram diminuicdo da toxicidade desses efluentes, apos estes
passarem por processo de filtracdo. A toxicidade foi associada as substéncias usadas no
processo produtivo, como surfactantes, corantes, conservantes, derivados de fenol, entre outros
componentes. Além disso, foram consideradas as possiveis interacdes quimicas entre eles,
como efeitos aditivos ou sinergisticos, corroborando com os resultados aqui encontrados.
Pliego et al. (2012) e Melo et al. (2013) também destacaram que a toxicidade dos efluentes
provenientes da industria cosmética esta relacionada a alta presenca de compostos toxicos,

como surfactantes, derivados fenolicos, corantes e conservantes. Os autores ainda afirmam que
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esses efluentes, por apresentar uma composic¢ao quimica complexa, sdo de relevante potencial
detrimental.

Dentre os compostos da tintura capilar castanha, que comp&em os efluentes alvo deste
estudo, pode-se observar uma ampla variedade de compostos, dentre eles corantes ou
percursores, tais como resorcinol, hidroquinona, m-aminofenol e tolueno-2,5-diamina. As
aminas aromdticas, como o0 tolueno2,5-diamina e 1,4-diamino-2-metilbenzeno, sao
componentes importancia das tinturas permanentes, devido ao seu baixo peso molecular e alta
capacidade de ligacdo a proteinas. Estas caracteristicas fazem com que esses compostos sejam
classificados como elementos altamente sensibilizantes (KRASTEVA et al., 2009; VOGEL et
al., 2017). Além destes compostos, a tintura capilar utilizada nesse estudo possui didxido de
tithnio, um composto inorganico de pigmentacdo branca classificado pela IARC (Agéncia
Internacional de Pesquisa em Céancer) como capaz de causar carcinogenicidade em humanos
(grupo 2B) (MERLETT] et al., 1984). No Brasil, houve um projeto de Lei 1370/11 que visava
proibir a utilizagdo de dioxido de titdnio em alimentos e cosméticos. No entanto, essa proposta
foi arquivada em 2019, sendo usado em varios cosméticos, como em sabonetes convencionais
(THAME, 2011).

Hu et al. (2020) demonstraram a depreciacdo da qualidade nutricional de L. sativa ap6s
exposicdo a NPs de TiO». Os autores associaram esse efeito a absor¢do das NPs de TiO2 na
superficie radicular, o que poderia inibir a absorcdo de agua e nutrientes, culminando em
prejuizo ao processo fotossintético e induzindo danos celulares, por estresse oxidativo.

Mushtaq (2011) estudou os efeitos de NPs de TiO2 em plantas de pepino e constaram
efeitos toxicos, evidenciados pela diminuicdo da taxa de germinacdo das sementes e inibicao
do crescimento radicular, corroborando com os achados da presente pesquisa.

Estudos relatam danos ao DNA de células vegetais, ap6s exposicdo a NPs de TiO>
(KLANCNIK et al., 2010; KUMARI et al., 2011; PAKRASHI et al., 2014; CASTIGLIONE et
al., 2016; SANTOS et al., 2019). Santos et al. (2019) constataram danos em células de A. cepa
expostas as NPs de TiO2, indicando que sdo absorvidas pelas células meristematicas e
permanecem armazenadas no interior de vacuolos citoplasmaticos. Os autores associaram a
internalizacdo das NPs de TiO- ao excesso de particulas carregadas positivamente, as quais s&o
facilmente atraidas e internalizadas pela membrana plasmatica (carregadas negativamente).
Consequentemente, ocorreram efeitos celulares negativos, dentre eles a ruptura da membrana
plasmatica. Esse mesmo estudo identificou efeitos genotoxicos em células meristematicas de
A. cepa expostas as NPs de TiO., constatados pela presenca de aderéncia cromossémica e brotos

nucleares. No presente estudo, realizado com efluentes de salGes de beleza, contaminados com
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residuos de tintura capilar, as alteracfes citogenéticas mais frequentes foram C-metéafase,
meté&fases poliploides, micronicleos (MN) e aderéncia cromossomica. Esses resultados
indicam, uma possivel acdo aneugénica de ambos os efluentes. Apesar da expressiva presenca
destas alteracdes, ndo foram encontrados MN em células F1 expostas aos tratamentos avaliados

Em geral, o comprometimento do aparelho mitético também pode levar a aderéncias
cromossomicas (VENTURA-CAMARGO et al., 2011), alteracbes consideradas como
anormalidades irreversiveis, por envolverem a matriz proteica da cromatina, que leva a célula
a morte (FISKESJO, 1988).

Sendo assim, a interrupcdo da polimerizacdo do fuso mitético pode promover uma
ligacdo unilateral dos cromossomos, inviabilizando sua movimentacdo em dire¢cdo aos pélos,
ocasionando perdas cromossdmicas (SHAMINA et al., 2003). Tanto as perdas quanto as
guebras cromossémicas podem originar MN, ou seja, essas estruturas podem ser provenientes
de acdo aneugénica ou clastogénica, respectivamente. Os MN decorrentes de aberracGes
cromossémicas geralmente apresentam assincronia de ciclo celular, em relacdo ao nucleo
principal (FERNANDES et al., 2007) e, assim, podem representar uma estratégia de eliminacéo
de danos genéticos (OBE; BEEK, 1982; STOPPER; MULLER, 1997).

J& os brotos nucleares séo alteracdes genotoxicas derivadas de atraso na migragdo dos
cromossomos, durante a andfase. Esses cromossomos atrasados sdo envolvidos pelo envoltério
nuclear que esta sendo reorganizado na célula, antes de estarem totalmente reintegrados ao
nacleo. Os brotos podem também ser derivados de acdo de agentes clastogénicos, que
promovem quebras, pontes e rearranjos cromossémicos, que interferem na reorganizacdo da
cromatina nuclear (SERRANO-GARCiA; MONTEIRO-MONTOYA, 2001). Além disso, 0s
brotos também podem estar associados a processos de eliminacdo de material genético
nucleares amplificado (FERNANDES et al., 2007).

De modo geral, diferentes substancias quimicas podem agir como inibidores de
germinacdo e de crescimento. Este efeito seria resultado de uma interferéncia dos agentes
quimicos sobre a divisao celular, a permeabilidade das membranas e a ativacdo de enzimas, que
influenciam, diretamente, a velocidade da divisao celular e, consequentemente, a emergéncia
das radiculas das plantulas (KUMAR et al., 2022). Sendo assim, os resultados relacionados a
germinacdo e ao desenvolvimento radicular, apresentados nesse estudo, demonstraram claros
efeitos de fitotoxicidade, que podem ser comprovados tanto pelos ensaios da germinacgéo e
atraso no desenvolvimento das radiculas, realizados com o bioindicador L. sativa, como pelo
tipo de alteracdo cromossémica observada nos ensaios de citogenotoxicidade com A. cepa.

Todos os tratamentos e dilui¢cdes induziram uma diminuicédo significativa no comprimento das
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raizes, exceto a diluicdo D5 do tratamento ET-F. Tal excecdo pode estar associada a alta
diluicido da amostra (continha apenas 3,125% de efluente), somado com o efeito da filtracio
com o filtro PVDF, conforme ja discutido anteriormente.

Pelos resultados obtidos no estudo, pode-se inferir que os efluentes induziram efeitos
letais e subletais sobre as sementes e plantulas de alface, ja que houve inibicdo significativa na
taxa de germinacdo de sementes e no crescimento das raizes. Considerando a germinagao das
sementes e o crescimento subsequente como fases importantes no ciclo de desenvolvimento
vegetal, os efeitos aqui demonstrados alertam para uma importante preocupacdo ambiental,
qguando ao lancamento desses efluentes no ambiente (RAHOUI; CHAOUI; FERJANI, 2008;
PRIMO-MILLO; AGUSTI, 2020). Além disso, estes resultados corroboram outro estudo do
grupo de pesquisa, que evidenciou efeitos de ecotoxicidade destes efluentes de tintura capilar
sobre trés diferentes bioindicadores animais (Artemia salina, Daphnia similis e Danio rerio)
(GONCALVES et al., 2023). Isso demonstra que estes efluentes, gerados em grandes volumes
e isentos de tratamento especifico, colocam em risco a biota de ambientes aquéaticos receptores

desses efluentes.

5. CONCLUSAO

Por meio do presente estudo pode-se concluir que os efluentes gerados em saldo de
beleza, apds a utilizacdo de tintura capilar (especificamente neste estudo da tintura castanha),
associada ou ndo a xampu e condicionador, apresentam fitotoxicidade. Considerando o0s
bioensaios com L. sativa, este efeito foi menos expressivo, quando as amostras foram filtradas
com filtro de PVDF. Ja para a A. cepa, foi comprovada acdo genotdxica para ambos efluentes
estudados, mesmo apds filtracdo em PVDF. Pelos resultados obtidos com este Gltimo
bioindicador, é possivel atribuir um efeito aneugénico para os efluentes estudados, com
destaque para o efluente completo (EC), devido a presenca de compostos tensoativos.

Os resultados de toxicidade, obtidos neste e nos demais estudos citados na literatura
cientifica, sobre efluentes contaminados com tinturas ou compostos envolvidos no tingimento
capilar, indicam a necessidade de cautela, quanto ao uso desses cosméticos. Perante a alta
utilizacdo deste tipo de cosmético e a grande quantidade de saldes de beleza distribuidos no
mundo, este estudo, além de ser de interesse global, serve de alerta, sobre os impactos que 0s
efluentes de saldo de beleza podem promover a satide humana e ao meio ambiente. As anélises
realizadas sugerem que o efeito isolado da tintura capilar pode ser intensificado por tensoativos
provenientes dos xampus e condicionadores. Portanto, é crucial aprimorar a vigilancia dos

efluentes provenientes de salfes de beleza, uma vez que os seus componentes tém o potencial
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de comprometer a integridade das membranas celulares, interferir na diviséo celular e causar
modificacOes prejudiciais ao material genético de organismos eventualmente expostos a esses
residuos. Além disso, para reduzir os impactos gerados por esses residuos, destaca-se a
importancia de promover o tratamento terciario, o qual pode ser realizado utilizando filtros
especificos, diretamente nas instalagcbes comerciais. Entretanto, sugere-se a realizagdo de mais
estudos que possam melhor avaliar a eficacia de processo de filtragdo dos efluentes de saldes

de beleza.
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Resumo

Os efluentes gerados no processo de tingimento capilar apresentam constituicdo complexa, com
compostos quimicos de diferentes toxicidades. Embora seja reconhecida a toxicidade dos
corantes capilares para a sallde humana, ainda sdo escassos estudos que abordem a toxicidade
dos efluentes dessas atividades humanas. O objetivo deste estudo foi avaliar dois efluentes de
saldes de beleza, pds tingimento capilar com a coloracdo castanha (derivados de lavagem da
tintura com agua + xampus + condicionadores - EC; e de lavagem da tintura s6 com agua, sem
0s tensoativos - ET). Os ensaios foram desenvolvidos com células da linhagem de hepatoma
humano (HepG2/C3A). A citotoxicidade foi testada pelos testes do MTT e do Azul de Tripan,
considerando como padréo a viabilidade celular >80,0%. A genotoxicidade e mutagenicidade
foram avaliadas pelo ensaio do cometa e pelo teste do microndcleo (MN) com bloqueio de
citocinese, respectivamente. As células foram expostas por 4 h a diferentes diluicdes dos dois
efluentes testados [100,0% (1); 50,0% (2); 25,0% (3); 12,5% (4); 6,25% (5); 3,125% (6)], na
proporcéo de 20% de amostra e 80% de meio de cultura celular. As dilui¢cbes EC1, ET1, ET2 e
ET3 apresentaram citotoxicidade pelo ensaio do MTT e do Azul de Tripan, enquanto que a
diluicdo EC2 foi tdxica apenas no ensaio do MTT. Esses resultados indicam que os efluentes
citados comprometeram a integridade e permeabilidade da membrana citoplasmatica, bem
como a atividade mitocondrial. As diluigdes ndo toxicas (4, 5 e 6) foram utilizadas no
desenvolvimento dos ensaios do cometa e do MN. No estudo, foi observado que todas as
amostras testadas foram genotdxicas (ensaio do cometa), mas nenhuma amostra demonstrou
potencial mutagénico (ensaio do MN). Por esses resultados, pode-se inferir que concentracoes
residuais dos efluentes causam danos primarios ao DNA, porém ndo letais e passiveis de
reparos. Concomitante a analise do teste do MN, foi verificada a diminui¢do no indice de
proliferacdo pos-bloqueio da citocinese (IPBC) e no indice de replicacao celular (IR) das células
submetidas aos efluentes, sugerindo interferéncia e atraso no ciclo celular. Esses resultados
evidenciam que as tinturas capilares, mesmo em concentragdes residuais, podem comprometer
a qualidade ambiental e até mesmo prejudicar a salde humana, evidenciando a necessidade de
realizacéo de tratamentos prévios ao descarte dos salGes.
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Palavras-chaves: Linhagem HepG2; viabilidade celular; atividade mitocondrial; ensaio do
cometa; teste do micronucleo.

1. INTRODUGAO
O tingimento capilar é uma técnica milenar, que ainda é amplamente utilizada para
modificar ou restaurar a cor dos cabelos (HEMIELEWSKI; SILVEIRA, 2007; ZANQOTI, 2014).
O processo de coloracao utilizado no tingimento capilar envolve diversos aditivos quimicos e
reacOes oxidativas complexas, que acontecem no interior da fibra capilar (OLIVEIRA et al.,
2014; HANUMANTHAYYA, 2018).

Os efluentes gerados em saldes de beleza apresentam composi¢do quimica dependente
do processo de tingimento capilar utilizado. De maneira geral, estes efluentes sdo compostos
de residuos de corantes, precursores, acopladores e aditivos cosméticos, bem como de metais
como chumbo, cadmio, cromo e arsénio (NKANSAH et al., 2016; MELO et al., 2019;
PAVITHRA et al., 2019; MAIFADI et al., 2020), agua oxigenada e surfactantes/tensoativos
usados na lavagem dos fios, para retirada do excesso de tintura (OLIVEIRA et al., 2014,
MAIFADI et al., 2020). A demanda de agua em saldes de beleza é alta, principalmente devido
as necessidades de lavagens capilares repetidas, para a total retirada dos produtos usados nos
procedimentos (BRILLAS; MARTINEZHUITLE, 2015). Essa mistura complexa pode elevar
diversos parametros fisico-quimicos, como o de matéria organica, turbidez e teor de sélidos
suspensos e dissolvidos (SEBRAE, 2007; NKANSAH et al., 2016; MELO et al., 2019; LIU,
2020), que levam a alteracdo das caracteristicas da agua dos corpos hidricos receptores
(CLAXTON; HOUK; HUGHES, 1998; GIRLING et al., 2000; XU et al., 2020). Contudo, de
acordo com Nkansah et al. (2016), embora haja uma alta producédo desses efluentes, ainda séo
escassos 0s estudos que avaliam 0s seus riscos para 0 meio ambiente e a saude humana.

Os possiveis efeitos toxicos da exposicdo humana a tinturas capilares vém sendo
reavaliados por diversos autores (LOWRY et al., 1980; CERNIGLIA et al., 1986; ANDREW
et al., 2004; NOHYNEK et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2014; KIM et al., 2016; LLANOS et
al., 2017; HADKHALE et al., 2017; QIN et al., 2019). Os efeitos adversos mais frequentemente
associados a estes compostos séo reagdes sistémicas por inalagdo, contato oral ou absorcéo
percuténea, como irritacBes cutaneas temporarias e dermatites, alergias, sensibilizacdes, além
de acdo carcinogénica (CHORILLI et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2014; SOUSA et al., 2020).

Cunico et al. (2011) destacam que produtos utilizados em saldes de beleza podem
desencadear efeitos prejudiciais a salde, especialmente para os profissionais, por se exporem

de forma continua e por longos periodos de tempo a esses cosméticos. Estes riscos sao
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desconhecidos pela maioria deles, o que é ainda agravado pela diversidade de produtos e
composigdes novas que entram, frequentemente, no mercado da cosmética capilar (OLIVEIRA
et al., 2014; NKANSAH et al., 2016; MAIFADI et al., 2020; SOUSA et al., 2020).

Brausch e Rand (2011), em uma revisdo sobre a presenca e ecotoxicidade de produtos
de cuidados pessoais (PCPs) no meio aquético, destacam que, apesar da maior frequéncia e
concentragfes mais elevadas de PCPs no ambiente aquético, em comparacdo com produtos
farmacéuticos, ha uma lacuna significativa no conhecimento referente a ecotoxicidade desses
produtos. Os autores ainda citam que os efluentes contendo PCPs s&o liberados de forma
continua e, apesar de possuirem caracteristicas persistentes e biologicamente ativas, recebem
pouca atencdo em termos de sua ecotoxicidade, quando comparados aos produtos
farmacéuticos. De acordo com 0s mesmos autores, a maioria dos estudos investiga apenas
compostos individuais, deixando de abordar os efeitos sinérgicos dos contaminantes nos
efluentes. Alguns pesquisadores afirmam que os estudos realizados até agora com 0s PCPs nao
refletem, de maneira precisa e relevante, o cenério real de sua ecotoxicidade (MELO;
MOUNTEER, 2019; MONTES-GRAJALES et al., 2017).

A falta de estudos ecotoxicoldgicos com esses produtos leva também a auséncia de
dados sobre a persisténcia e biotransformacdo dos componentes das tinturas capilares e,
consequentemente, do monitoramento dos subprodutos destes cosméticos nas aguas residuais
de salbes de beleza (OLIVEIRA et al., 2014; MACHADO, 2017). Diante deste cenério, fica
evidente a necessidade de se caracterizar esses compostos, urgentemente, quanto a sua
toxicidade e periculosidade ambiental. Nesta caracterizacdo deve-se considerar as propriedades
quimicas e reativas desses residuos (ESCHER; FENNER, 2011; PORTIS et al., 2016).
Portanto, é crucial preencher essas lacunas no conhecimento, para garantir uma compreensdo
abrangente e eficaz dos possiveis impactos ambientais associados as tinturas capilares.

A Associacdo Nacional dos Distribuidores de Artigos de Beleza (ANABEL/Brasil) e a
Associacao Brasileira dos Saldes de Beleza (ABSB) informam um crescimento substancial de
saldes de beleza no Brasil. Estimulado pela era do culto ao corpo e a ideologia do bem-estar e
da felicidade, no mundo hd um real crescimento no nimero de salfes de beleza,
independentemente do nivel econdmico do pais (OURAHMOUNE; JURDI, 2020). Em geral,
as estacdes de tratamento de efluentes (ETE) s@o projetadas para reduzir a carga de poluentes
convencionais, como matéria organica e sélidos suspensos, ndo visando a eliminagdo do
potencial toxico dos efluentes (EGGEN et al., 2014; MELO; MOUNTEER, 2019). Portanto, a
persisténcia de substancias toxicas nesses efluentes pode acarretar uma série de problemas

ambientais, como a acumulacéo de corantes, desestabilizagdo do equilibrio dos ecossistemas e
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inducéo de danos a saide humana (CARVALHO; FUNGARO; IZIDORO, 2010; NKANSAH
et al., 2016; MAIFADI et al.; 2020).

Muitas pesquisas vém sendo realizadas com o objetivo de identificar e descrever as
reacOes adversas de compostos quimicos sobre 0s organismos vivos; dentre elas 0s ensaios
realizados com linhagens celulares. Esses ensaios, por serem sensiveis, de rapida execucéo e
conferirem resultados fidedignos, permitem elucidar os mecanismos de a¢do dos contaminantes
sobre as células (ROGERO et al., 2003).

Neste estudo, foram desenvolvidos ensaios de toxicidade com a linhagem celular de
hepatocarcinoma humano (HepG2/C3A), com o objetivo de avaliar a citotoxicidade,
genotoxicidade e o potencial mutagénico, de dois tipos de efluentes gerados em salbes de
beleza, apos tingimento capilar. Um efluente foi constituido s6 da dgua de lavagem e residuos
da tintura e o outro, além desse residuo descrito, continha também xampu e condicionador.

Esta pesquisa fornece subsidios para o melhor conhecimento do potencial
ecotoxicogenético de efluentes de salGes de beleza, obtidos pos tingimento capilar, para estimar
0s impactos das tinturas para o ambiente aquatico; alertar a populacdo sobre os riscos desses
compostos para a saude humana e fornecer informacdes que possam auxiliar 0s 6rgaos gestores
na formulacdo de diretrizes para o tratamento adequado desse tipo de residuo (LIU, 2020;
VIEIRA et al., 2023). Diante do contingente humano envolvido com exposi¢des as tinturas
capilares, direta ou indiretamente, e do potencial poluidor dos efluentes de salbes de beleza,
torna-se necessario definir, urgentemente, protocolos adequados para gerenciamento dos
residuos desses estabelecimentos, visando mitigar impactos nos corpos hidricos receptores
desses efluentes e alertar a populacéo sobre os perigos desses compostos para a satde humana
(L1U, 2020; VIEIRA et al., 2023).

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Obtencéo, armazenamento e preparacado das amostras de efluentes

Foram coletados, em salGes de beleza da cidade de Rio Claro (Estado de S&o Paulo-
Brasil), dois tipos de efluentes obtidos ap6s processo de tingimento capilar: efluente da lavagem
dos cabelos, feita somente com agua (efluente com tintura - ET) e efluente da lavagem dos
cabelos, feita com agua, xampus e condicionadores (efluente completo - EC). Foi utilizada na
coloragcdo capilar a tintura de tonalidade castanha. Apds a coleta, os efluentes foram
acondicionados, separadamente, em recipientes plasticos, identificados e armazenados em

freezer (-20°C), para evitar uma possivel degradacdo ou a alteracdo de suas propriedades.
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Para uso nos experimentos, amostras dos efluentes foram mantidas em temperatura de
37 °C, com pH corrigido para 7,2. Com essas amostras, foram preparadas diferentes dilui¢des
(1=100,0%; 2=50,0%; 3=25,0%; 4=12,5%; 5=6,25%; 6=3,125%), com agua de osmose reversa,
que foram esterilizadas em filtro de membrana de poliestersulfona (33 mm de diametro e 0,22
um de porosidade, Prolab®, Sdo Paulo, Brasil).

As células usadas nos experimentos foram expostas a uma solucdo de 20% das amostras
(diluicdes do ET ou EC) e 80% de meio de cultura. Essa diluicdo foi escolhida com base nos
dados de Reifferscheid et al. (2008), que afirmam que a alteracdo da osmolaridade causada pela
adicdo de 20% de amostra ndo induz efeitos citotoxicos e genotoxicos nas células expostas.
Com isto, as amostras avaliadas representam as concentracfes de 1=20%; 2= 10%; 3=5%;
4=2,5%; 5=1,25% e 6=0,625% do efluente.

2.2 Cultivo das células HepG2/C3A

Os bioensaios in vitro foram realizados com células de hepatocarcinoma humano
HepG2/C3A (ATCC®, CRL-10741), linhagem celular obtida no Banco de Células do Rio de
Janeiro (BCRJ, Brasil). Essas células correspondem a um subclone patenteado da linhagem de
hepatdcitos humanos HepG2/C3A (ATCC®, HB-8065). As células foram cultivadas em meio
DMEM (Meio de Eagle modificado por Dulbecco — Cultilab, Campinas, Brasil), suplementado
com 10% de soro bovino fetal, 1,0 mL de solugdo antibiético-antimicotico (penicilina 10.000
U1/ mL/ estreptomicina 10 mg/mL, Cultilab, Campinas, Brasil) e 3g de glicose (Merck®, CAS
50-99-7). O cultivo celular se deu em frascos ventilados de 25 cm?, mantidos em temperatura
controlada de 37 °C, em estufa de CO2 a 5,0% e umidade de 80%. Quando a cultura celular
atingiu uma confluéncia equivalente a 80%, as células foram utilizadas nos ensaios de

citotoxicidade, genotoxicidade e potencial de mutagenicidade.

2.3 Tratamentos

Os ensaios foram realizados com os dois tipos de efluente. As celulas HepG2/C3A
foram expostas as diferentes dilui¢cdes, conforme citado no item 2.1. Para cada tipo de teste
realizado (citotoxicidade, genotoxicidade ou mutagenicidade) foram utilizados o controle

negativo (CN) e positivo (CP) adequados, conforme descricdo detalhada apresentada a seguir.
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2.4 Ensaios de citotoxicidade

2.4.1 Viabilidade celular (Azul de Tripan)

O teste de viabilidade celular com o corante Azul de Tripan (0,4%, Gibco®, CAS 72-
57-1) foi realizado de acordo com o protocolo descrito por Barile (1994), com algumas
modificacOes. Foram utilizadas placas plésticas estéreis de seis pocos, fundo chato, estéril livre
de RNAse e DNAse, especificas para cultivo celular, sendo que em cada poco foram semeadas
5x10° células em 2,0 mL de meio com soro. Em seguida, as placas foram incubadas nas mesmas
condicBes de cultivo citadas anteriormente, por um periodo de 24 h, para estabilizag&o.
Decorridas as 24 h, o meio de cultura dos pocos foi removido, para se dar inicio a exposi¢ao.
Em seguida, de acordo com o grupo avaliado, foram adicionados 400 pL de amostra,
individualmente, em cada po¢o. A amostra bruta e as cinco dilui¢cGes de cada efluente (ET1 a
ET6 / EC1 a EC6) foram avaliadas seguindo a proporg¢éo descrita no item 2.1 (20% de amostra
80% de meio de cultura). Para o CN foi utilizado apenas meio de cultura estéril sem soro e para
0 CP, solugo de Triton X-100 (1%) (Vetec®, CAS 9036-19-5) em meio de cultura sem soro.
A exposicdo foi realizada em triplicata, por 4 h.

Decorrido este tempo, as células foram removidas do fundo dos pogos pela adi¢édo de
200 pL de tripsina 0,5% (Sigma Aldrich®, T4049), mantendo-se a placa em estufa de CO>, a
37 C, por 5 min. Em seguida, a tripsina foi inativada com 600uL de meio com soro e a suspensao
celular foi transferida dos pogos para microtubos correspondentes de cada tratamento. Em
seguida, em outro microtubo, foram misturados 20 uL de Azul de Tripan com 20 puL da
suspensdo celular homogeneizada. Foram transferidos 40 puL desta mistura para a camara de
Neubauer, para a contagem, em microscopia de luz (objetiva de 40X), das células vivas (ndo
coradas) e mortas (azuis). Os resultados da avaliacdo da viabilidade celular foram
transformados em porcentagem e comparados com os resultados CN, sendo consideradas

concentracdes viaveis aquelas com valores de viabilidade maiores ou iguais a 80%.

2.4.2 Testedo MTT

O teste do MTT (Thiazolyl blue tetrazolium bromide - CAS 298-93-1, Sigma Aldrich®)
foi desenvolvido de acordo com o protocolo estabelecido por Mosmann (1983) com algumas
modificagBes. Foram semeadas 2,34 x 10 células em cada pogo de uma placa de 96 pogos, em
um volume total de 100 uL. de meio de cultura com soro. Nos pogos referentes ao branco foi
adicionado apenas o meio de cultura. As placas foram incubadas por um periodo de 24 h, em

estufa a 37 °C, para ocorrer a estabilizacdo e adeséo das células.
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Ap0s esse periodo, cada pogo teve seu conteldo retirado e substituido por 200 pL de
amostra. A amostra bruta e as cinco dilui¢des de cada efluente (ET1a ET6/EC1 a EC6) foram
avaliadas, seguindo a proporcao descrita no item 2.1 (20% de amostra: 80% de meio de cultura),
sendo que cada tratamento ocupou uma fileira de po¢os da placa. Nos pocos destinados ao CN,
foram adicionados 200 pL de meio de cultura sem soro, enquanto nos poc¢os destinados ao CP
foi adicionado o mesmo volume de solucéo de Triton X-100 (1%) (Vetec®, CAS 9036-19-5).
Cada placa representou dez réplicas de cada tratamento. A exposic¢do foi realizada em estufa,
por 24 h, nas mesmas condicGes de cultivo das células.

Decorrido este tempo, os tratamentos foram retirados dos pocos e foram adicionados
150 pL de solugdo de MTT (0,001 mg/mL). A placa foi incubada por 4 horas em estufa a 37 °C.
Apbs este tempo, a solucdo de MTT foi descartada e 100 pL de dimetilsulfoxido (DMSO -
Exodo®, CAS 6768-5) foram adicionados em cada poco. A absorbancia de cada poco foi lida
em um leitor de microplacas Infinite 200 PRO (TECAN®, Suica), a 540 nm.

2.5 Ensaios de genotoxicidade e mutagenicidade

2.5.1 Diluictes
Para os ensaios de genotoxicidade e mutagenicidade, as células HepG2/C3A foram
expostas apenas as concentracdes que ndo apresentaram citotoxicidade pelos testes do Azul de
Tripan e do MTT (= 80% de viabilidade), ou seja, ET4, ETS5, ET6, EC4, EC5, EC6. As
exposicdes foram realizadas em frascos de cultura de 25 cm?, nos quais foram adicionados
2,0 mL da amostra e 8,0 mL de meio de cultura, totalizando 10,0 mL de volume final, e

mantendo a mesma proporc¢ao dos testes de citotoxicidade.

2.5.2 Ensaio do Cometa

O ensaio do cometa foi realizado para avaliar o potencial genotdxico dos efluentes,
conforme o protocolo estabelecido por Singh et al. (1988), Tice et al. (2000), com algumas
modificac@es. Inicialmente, foram semeadas 5,0 x 10° células por frasco de cultura, sendo
mantidos por 24 h, a 37 °C, nas mesmas condi¢Ges do cultivo, para permitir a estabilizag&o.

Na sequéncia, o meio de cultura foi substituido pelas diferentes amostras, para um
periodo de exposi¢do de 4 h. O CN foi realizado com a solugdo de 5 pL/mL de PBS em meio
de cultura e 0 CP com a solugdo de 10 mM de metilmetanosulfonato (MMS, Sigma Aldrich®,

CAS 66-27-3). Ap0s a exposicao das células, as suspensdes celulares obtidas foram submetidas
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ao ensaio de citotoxicidade com o Azul de Tripan. Os testes que exibiram viabilidade celular
superior a 80%, foram usados no ensaio do cometa.

Foram misturados, em diferentes criotubos, 20 pL da suspensdo celular com 20 uL de
Azul de Tripan, de acordo com a metodologia descrita por Salvadori (2003). Para a obtencgéo
da viabilidade celular, foram quantificadas 100 células por tratamento. As células ndo coradas
foram consideradas vivas e as azuis consideradas mortas. Confirmada a viabilidade celular igual
ou superior a 80%, 20 pL da suspensao celular foram misturados com 120 pL de agarose de
baixo ponto de fusdo (37 °C). Estas misturas foram dispostas em laminas previamente
revestidas com agarose normal, sendo imediatamente recobertas com laminula. Para a
solidificacdo da agarose e remocao das laminulas, as laminas foram refrigeradas a 4 °C, por 20
min. Depois da remoc¢do das laminulas, as ldminas foram submetidas a solucéo de lise (1 mL
de Triton X-100, 10 mL de DMSO e 89 mL de solucédo de lise estoque - NaCl 2,5 M, EDTA
100 mM, Tris 10 mM e ~8 g de NaOH sélido para 1 L; pH 10,0), a 4 °C por, no minimo, 1 h.
Decorrido esse tempo, as laminas foram transferidas para uma cuba de eletroforese e recobertas
com tampdo alcalino (NaOH 300 mM + EDTA 1 mM; pH > 13,0) a 4 °C, por 20 min, para a
deselicoidizacdo do DNA. Em seguida, as laminas foram submetidas a eletroforese a 39 V (~0,8
V/cm) e 300 mA, por 20 min. Logo apds a eletroforese, as 1aminas foram retiradas da cuba,
neutralizadas em tamp&o Tris (0,4M cloridrato de Trizma; pH 7,5), fixadas em etanol absoluto,
por 10 min, e armazenadas a 4 °C, até o momento da analise.

Para a analise, cada lamina recebeu 50 pL de GelRed® (15 pL de GelRed® 10.000X em
agua, 5 mL de NaCl a 1 M, e 45 mL de &gua destilada) e nova laminula. As andlises foram
realizadas em microscopio de epifluorescéncia (DM400B, Leica), utilizando-se o filtro B 34
(excitagao: A =420 nm — 490 nm, barreira: A = 520 nm) e a objetiva de 40X. Foram analisados,
aleatoriamente, 300 nucleoides, sem sobreposi¢do, por tratamento (i.e. 50 nucleoides/lamina, 2
laminas/frasco, 3 frascos/tratamento). Os danos no DNA foram determinados pela intensidade

da cauda do cometa (% de DNA), observados no software Comet Assay IV (Instem, UK).

2.5.3 Teste do micronucleo (MN)

A avaliagéo dos possiveis efeitos mutagénicos dos efluentes foi realizada por meio do
teste do microndcleo com bloqueio de citocinese, seguindo o protocolo descrito por Natarajan
e Darroudi (1991), com algumas modificaces. Para o ensaio, foram semeadas 1 x 10° células
em frascos de cultura de 25 cm?, mantidos por 24 h nas condigbes de cultivo, para a
estabilizacdo celular. Em seguida, o meio de cultura foi removido e as células submetidas aos

tratamentos, por mais 4 h. O CN foi realizado com a solucdo de 5 pL/mL de PBS em meio de
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cultura e o CP com a solugdo de 10 mM de metilmetanosulfonato (MMS, Sigma Aldrich®, CAS
66-27-3). Encerrado este periodo, os tratamentos foram removidos, as culturas lavadas com
PBS e submetidas a uma nova solucdo de 50 pL de citocalasina B (300 pg/mL — Cayman
Chemical Company, 14930-96-2) e 4.950 pL de meio de cultura. Os frascos permaneceram
incubados por mais 30 h, para a obtencdo de células binucleadas.

ApoGs esse periodo, as células foram coletadas, tratadas com solugdo hipertonica de
citrato de sddio (1 %) e fixadas usando Carnoy (etanol:acido acético, 3:1 v/v). Para o preparo
das laminas, as células foram centrifugadas e, em seguida, homogeneizadas em 0,5 mL de
Carnoy. Algumas gotas da suspensdo celular foram dispostas sobre laminas umidas, a 4 °C.
Apo6s a secagem em temperatura ambiente, as [aminas foram coradas com solugdo de Giemsa
5%, por 8 minutos.

As analises foram realizadas em microscopio de luz (Leica® DM500, objetiva de 100X).
Foram contabilizadas 6.000 células binucleadas por tratamento (1.000 células/lamina, 2
laminas/frasco, 3 frascos/tratamento). Dentre o total de células binucleadas analisadas, foram
contabilizadas, separadamente, as células binucleadas normais e aquelas portadoras de MN,
pontes nucleoplasmaticas e/ou brotos nucleares. Os critérios utilizados para as analises foram
os indicados por Fenech (2000). Foram contabilizadas células binucleadas com membrana
citoplasmatica e envoltdrio nuclear integros, nicleos de tamanhos similares e ndo sobrepostos,
com 0 mesmo padrdo e intensidade de coloragéo.

Outra avaliacdo realizada com a cultura celular HepG2/C3A foi a determinacédo do
indice de Proliferacdo com Bloqueio de Citocinese (IPBC). Este indice indica 0 nimero médio
de ciclos celulares pelos quais as células passaram, durante o periodo de exposicdo a
citocalasina B. Para cada tratamento, foram contabilizadas 1.500 células (500 células/frasco),
conforme descrito na diretriz OECD 487 (2016). O indice IPBC foi calculado, conforme

equacéo 1.

ppe — MD +2X 1;/1\,2) + (3X M3) o

Onde:

M1 = células com 1 nucleo;

M2 = células com 2 nucleos;

M3 = células com 3 nlcleos ou mais;

N = total de células analisadas.
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Simultaneamente ao teste do MN, foi avaliada a citotoxicidade dos efluentes estudados,
pela determinacéo da atividade citostatica (%), de acordo com Trompowsky (2016). Esse indice
indica o percentual de inibicao da proliferacédo celular induzido pelo tratamento, apos o periodo
de exposicdo. A determinacgdo da atividade citostatica (%) foi baseada no IPBC, anteriormente
descrito, conforme a equacdo 2 (TROMPOWSKY, 2016).

(IPBC t—1)

Atividade citosttica (%) = 100 =100 x F=—= (2)

Onde:
IPBC t = IPBC do tratamento;
IPBC ¢ = IPBC do controle negativo.

Outra analise realizada neste estudo foi o indice de replicacdo (IR), também descrito por
Trompowsky (2016). O IR indica o numero relativo de ciclos celulares, por célula, durante o
periodo de exposicdo a citocalasina B, comparando os resultados dos tratamentos com os do
CN. Para a determinacdo do IR, foram analisadas 500 células por frasco, quanto a incidéncia
de células binucleadas e células multinucleadas. O IR foi calculado de acordo com a equacéo 3
(TROMPOWSKY, 2016).

[(n° de células binucleadas)+2x (n° de células multinucleadas)+500 |t

IR (%) = ; X 100 (3)

(n° de células binucleadas)+2x (n° de células multinucleadas) =500 |c

Onde:
t = tratamento;

¢ = controle negativo.

2.6 Anélise estatistica
As andlises estatisticas de todos os testes foram realizadas com auxilio do software
estatistico GraphPad Prism 8.0 (La Jolla, E.U.A.). Todos os dados obtidos foram avaliados pelo
teste de normalidade de D'Agostino e Pearson. Posteriormente, de acordo com o resultado
obtido no teste acima, foi direcionado ou para o teste parametrico (ANOVA/Dunnett) ou para
0 ndo paramétrico (Kruskal-Wallis/Dunn). As anélises estatisticas realizadas consideraram o

nivel de confianca de 95%.
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3. RESULTADOS
3.1. Ensaios de citotoxicidade

Os resultados do teste do MTT, obtidos com as diferentes dilui¢des da amostra do EC
(Figura 1A) e da amostra do ET (Figura 1B), demonstraram citotoxicidade apenas para 0s
tratamentos EC1, EC2, ET1, ET2 e ET3.

Em relagdo ao teste com o Azul de Tripan, os resultados das diferentes diluicGes da
amostra do EC (Figura 1C) e da amostra do ET (Figura 1D) demonstraram citotoxicidade
apenas para o tratamento ET1. Entretanto, apesar dos demais tratamentos apresentarem
viabilidade celular satisfatéria (> 80%), houve diferenca estatistica, para todos os tratamentos,
quando comparados ao CN.

Os resultados dos dois testes de citotoxicidade (MTT e do Azul de tripan) foram
comparados entre si, conforme apresentado na Figura 2. Ambas as curvas apresentam taxas de
viabilidade celular relativamente menores para o teste do MTT, quando comparado com 0s
resultados do teste do Azul de Tripan. O padrdo de curva para EC foi proporcionalmente
semelhante para ambos os testes (Figura 2A), enquanto houve uma pequena diferenca para o
tratamento ET (Figura 2B).

Figura 1 - Viabilidade celular avaliada pelos testes do MTT e do Azul de Tripan em células
HepG2/C3A, apbs a exposicao a efluentes de tintura capilar castanha.
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A e B: teste do MTT; C e D: teste do Azul de Tripan; CN: Controle negativo; CP: Controle
positivo; ET: Efluente da tintura capilar; ET1: amostra bruta (100%); ET2: diluida em 50,00%;
ET3: amostra diluida em 25,00%; ET4: amostra diluida em 12,50%; ET5: amostra diluida em
6,25%; ET6: amostra diluida em 3,125%; EC: Efluente completo; EC1: amostra bruta (100%);
EC2: amostra diluida em 50,00%; EC3: amostra diluida em 25,00%; EC4: amostra diluida em
12,50%; EC5: amostra diluida em 6,25%; EC6: amostra diluida em 3,125%. A linha vermelha
indica o limiar de citotoxicidade de 80%. *significativo em relacdo ao CN (p < 0,05 -
ANOVA/Dunnett).

Figura 2 — Comparagdo dos resultados obtidos nos testes do MTT e do Azul de Tripan

realizados com células HepG2/C3A, apds a exposicdo a efluentes de tintura capilar.
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A: exposicdo ao EC; B: exposicdo ao ET; CN: Controle Negativo; CP: Controle Positivo; ET:
Efluente da tintura capilar; ET1: amostra bruta (100%); ET2: diluida em 50,00%; ET3: amostra
diluida em 25,00%; ET4: amostra diluida em 12,50%; ET5: amostra diluida em 6,25%; ET6:
amostra diluida em 3,125%; EC: Efluente completo; EC1: amostra bruta (100%); EC2: amostra
diluida em 50,00%; EC3: amostra diluida em 25,00%; EC4: amostra diluida em 12,50%; EC5:
amostra diluida em 6,25%; EA6: amostra diluida em 3,125%.

3.2 Ensaio do Cometa
Os niveis de danos primarios no DNA de células HepG2/C3A, expostas as diferentes
diluicdes do EC e ET (item 2.1), avaliados pelo Ensaio do Cometa por meio do parametro
intensidade da cauda dos cometas (% de DNA), evidenciam diferencas significativas em relacdo

ao CN, para todas as dilui¢fes, de ambos tratamentos (Tabela 1).
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Tabela 1 - Resultados do Ensaio do Cometa realizado com células HepG2/C3A, apds a

exposicdo aos efluentes de tintura capilar castanha.

Tratamento Intensidade da cauda
CN 537+111
CP 66,44 + 2,02*
EC EC4 35,00 + 2,09*AB
EC5 24,26 + 2,44* AC
EC6 14,33 +2,60* BC
CN 4,98 +1,32
ET CP 69,52 + 4,53*
ET4 15,07 +1,73* PE
ETS 8,48 +1,61* PF
ET6 5,10 +1,07* EF

CN: controle negativo; CP: controle positivo; EC: efluente completo; ET: efluente da tintura
capilar; ET4: amostra diluida em 12,50%; ET5: amostra diluida em 6,25%; ET6: amostra
diluida em 3,125%; EC4: amostra diluida em 12,50%; EC5: amostra diluida em 6,25%; EC6:
amostra diluida em 3,125%. *significativo em relagdo ao CN. Letras iguais demonstram
diferencas significativas (p < 0,05 - Kruskal-Wallis/Dunn).
3.3 Teste do micronucleo

Os efeitos genotdxicos e mutagénicos das diferentes diluicdes do EC e do ET foram
avaliados pelo Teste do MN e pelos endpoints vinculados a ele (Tabela 2). As frequéncias de
MN e de brotos nucleares ndo apresentaram resultados significativos, em relacdo ao CN.
(Tabela 2). Ndo foram observadas pontes nucleoplasmaticas.

O efeito citostatico, mensurado pelo indice de Proliferacdo com Bloqueio de Citocinese
(IPBC), mostrou que todas as diluigdes testadas dos tratamentos com EC e ET foram

significativamente diferentes, em relagdo aos resultados do CN.
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Tabela 2 - Resultados do teste do micronucleo realizado com células C3A/HepG2, apos a

exposicao as amostras de efluentes contendo tintura capilar castanha.

Tratamento BN MN IPBC ACit IR
CN 0.20+0.12 1.00£0.22 1.59£0.05 0.0% 100.0%
CP 1.70£0.21* 420+£0.35* 1.24+0.07* 61.0% 39.0%
EC4 0.40 £ 0.24 1.20+0.20 1.31+0.07* 47.0% 53.2%
EC5 0.40 £ 0.26 1.10+0.17 1.35+0.03* 41.2% 59.8%
EC6 0.20£0.10 1.10+0.28 1.40+0.05* 32.1% 70.0%
ET4 0.50 £ 0.27 1.20£0.10 1.36+0.02* 38.2% 66.6%
ET5 0.30 £ 0.09 1.03+£0.16 1.43+0.03* 26.2% 80.4%
ET6 0.00 £ 0.00 1.00+0.12 1.44+0.03* 26.1% 80.3%

CN: controle negativo; CP: controle positivo; EC: efluente completo; ET: efluente da tintura
capilar; BN: broto nuclear; MN: micronucleo; IPBC: indice de proliferacdo com bloqueio de
citocinese; ACit: atividade citostatica; IR: indice de replicacdo. *significativo em relacdo ao
CN. Kruskal-Wallis/Dunn (p < 0,05).

4. DISCUSSAO

A contaminacéo hidrica por PCPs cresce exponencialmente e, consequentemente, vem
causando impactos considerdveis ao meio ambiente e a salde humana (LIMA et al., 2022).
Dentre os efluentes contaminados com PCPs, estdo os derivados de saldes de beleza. Esses
efluentes sdo de composicdo complexa, pois contém diversos compostos quimicos, dentre eles
tinturas capilares de alta toxicidade (SAMPATHKUMAR; YESUDAS, 2009) e produtos
usados para a fixag@o da cor e lavagem dos cabelos.

Os efluentes gerados nestes procedimentos sdo langados continuamente nas redes de
esgotos que, muitas vezes, passam por estacOes de tratamento que ndo estdo preparadas para
tratarem esse tipo de residuo. Deste modo, esses residuos podem atingir os cursos d’agua e se
bioacumular nos organismos (QIN et al., 2019). Para avaliar a citotoxicidade desses efluentes,
que ainda sdo pouco explorados quanto a sua toxicidade, foram realizados os testes do Azul de
Tripan e do MTT.

Pelos resultados do teste do MTT, foi possivel observar que as duas concentragdes mais
altas do EC (EC1 e EC2) e as trés mais altas do ET (ET1, ET2 e ET3) induziram morte celular
por decréscimo do metabolismo mitocondrial (viabilidade celular inferior a 80%) (Figuras 1A
e 1B, respectivamente). O ensaio de exclusdo do Azul de Tripan, que avalia indugdo de morte
celular por perda da integridade da membrana citoplasmatica, j& mostrou que apenas a

concentracdo ET1 foi citotdxica para as celulas HepG2/CA (Figura 1D). O efeito citotoxico dos
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efluentes mostrou uma relacdo dose dependente, onde o aumento da viabilidade celular foi
proporcional a diminuicdo da concentracdo testada. Pelos resultados, foi possivel inferir que as
baixas viabilidades de EC1 e EC2 se deram por comprometimento da atividade mitocondrial e
do ET1 tanto pelo comprometimento da mitocondrial como da integridade da membrana
plasmatica.

H4 trés hipoteses que podem ser sugeridas para a inducao de citotoxicidade. A primeira
baseia-se em relatos da literatura, que indicam que o processo apoptotico pode ser mediado pela
acao mitocondrial, por meio de suas substancias letais contidas no espaco intermembranoso
desta organela. Estas substancias, denominadas de componentes pré-apoptéticos, ficam
aprisionadas na mitocondria e séo liberadas para o citosol, por meio de uma estrutura proteica
denominada de poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial (mitochondrial permeability
transition pore, MPTP) (PAROLIN; REASON, 2001; HU et al., 2018; HIRSCH et al., 1997;
MARTIN; KAISER; PRICE, 1999; HALESTRAP; MCSTAY; CLARKE, 2002,
HALESTRAP, 2009; MORCIANO et al., 2021).

A abertura deste poro pode ocorrer por diferentes estimulos: expansdo da matriz
mitocondrial e/ou entrada de prétons nesta matriz; formacédo de espécies reativas de oxigénio;
aumento do célcio intra-mitocondrial; &cidos biliares hidrofébicos; e algumas drogas
(PESSAYRE et al., 1999; PAROLIN; REASON, 2001; NESCI, 2020; MORCIANO et al.,
2021). Em geral, as mitocondrias dos mamiferos funcionam como pontos de controle centrais
para algumas formas de apoptose, tornando-as o principal alvo do sistema de sinalizacdo e
sobrevivéncia da célula (DLAMINI; MBITA; ZUNGU, 2004; REGO; OLIVEIRA, 2003;
MORCIANO et al., 2021).

A segunda hip6tese fundamenta-se no mecanismo de acdo toxica de alguns compostos,
como as aminas aromaticas. Dentre elas, destaca-se o 1,4-diamino-2-metil benzeno, presente
na tintura capilar castanha estudada. Nelms et al. (2015) afirmam que esta amina aromatica
possui a capacidade de perturbar as fungdes da mitocondria e, assim, ocasionar citotoxicidade,
como o que foi verificado no teste do MTT aplicado neste estudo.

A terceira hipétese refere-se as sugestbes publicadas por Lui et al. (2007), que
descrevem a ruptura das membranas como consequéncia da necrose, somada a apoptose final,
efeito este observado no tratamento ET1 do teste Azul de Tripan. De acordo com alguns autores,
tal ruptura seria resultado do processo de formacao dos corpos apoptoticos, que ocorre pelo
rearranjo das membranas durante a apoptose final (GIAMPAZOLIAS; TAIT, 2018;
MOHAMMADINEJAD et al., 2019; SAIK et al., 2019; QUARLERI; CEVALLOS;
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DELPINO, 2021). Isso resulta na alteracdo da permeabilidade da membrana e,
consequentemente, na entrada de corantes vitais, como o Azul de Tripan.

Os testes de citotoxicidade também sdo usados para definir a faixa de concentracao dos
ensaios de genotoxicidade, mutagenicidade ou de morte celular programada. A viabilidade
celular indica a concentracdo apropriada para testar uma substancia, garantindo que mais de
80% das células permanecam vivas. Estes testes permitem também avaliar como as células
respondem as condi¢Bes ambientais as quais estdo expostas. Essa avaliacdo é crucial para
assegurar que a concentracao utilizada ndo € letal para as células, o que possibilita verificar se
a substancia tem potencial genotdxico, bem como se interfere na velocidade do ciclo celular,
alterando a curva de crescimento por atrasos e/ou inducdo de apoptose (EISENBRAND et al.,
2002; DITTMAR et al., 2012; TURKEZ; ARSLAN; OZDEMIR, 2017).

A avaliacdo da genotoxicidade, feita pelo Ensaio do Cometa, revelou que todas as
concentragfes do EC e duas do ET (ET4 e ET5) induziram fragmentacdo do DNA nas células
HepG2/C3A, efeito este evidenciado pelo aumento da intensidade da cauda do cometa (Tabela
1). Conforme documentado na literatura, a fragmentacdo do DNA pode ser interpretada como
um indicativo de processo apoptotico, uma vez que as células apoptoticas exibem rupturas no
material genético, ocasionadas pela ativacdo de endonucleases (WYLLIE, 1980; CRAWFORD;
WELLS, 2011; ZHAI et al., 2014; KUWABARA et al., 2017).

Os resultados de genotoxicidade obtidos no ensaio cometa com as células HepG2/C3A
expostas aos efluentes EC e ET, assim como os resultados de citotoxicidade ja descritos
anteriormente, mostraram uma relacdo de efeito concentracdo-dependente, ou seja, quanto
maior a concentragcdo, maiores os efeitos observados. Contudo, o EC apresentou maior
potencial genotoxico do que citotéxico, quando comparado ao ET. Estes resultados mostraram
que os efeitos do EC estdo mais relacionados a inducdo de danos na estrutura do DNA do que
nas membranas plasmaticas e atividades mitocondriais.

Madltiplos compostos podem ser encontrados simultaneamente em ambientes aquéticos,
formando misturas complexas (KOLPIN et al., 2002; SCHWARZENBACH et al., 2006;
PAVLAKI; PEREIRA; SOARES, 2011; SISINNO; OLIVEIRA-FILHO, 2021). Essas misturas
podem alterar o modo de ac&o observado para os compostos isolados (GEIGER et al., 2016),
desencadeando diferentes efeitos toxicos sobre o mesmo organismo-teste (LEBLANC; WANG,
2006; SCHWARZENBACH et al., 2006; VARONA-URIBE et al.,, 2016; SISINNO;
OLIVEIRA-FILHO, 2021).

Com base no exposto anterior, pode-se concluir que os efluentes mais complexos, como

aqueles que incluiam a combinacdo de xampu, condicionador e tintura capilar, exibiram um
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maior potencial genotdxico para a cultura HepG2/C3A, em comparacdo aos efluentes que
continham apenas residuos dessas tinturas. Esses resultados fornecem informacdes importantes
e inéditas sobre os efluentes provenientes de salGes de beleza, pois indicam que pode haver um
aumento da toxicidade das tinturas capilares quando estas estdo associadas a compostos
tensoativos.

Embora diversas pesquisas destaquem a necessidade de estudos que abordem a
toxicidade de misturas quimicas, para a realizacao de avaliacdo de risco (CALABRESE, 1995),
até o momento ha uma escassez de informacdes, tanto sobre o mecanismo de acéo, quanto 0s
efeitos das misturas dos compostos usados no processo de coloragéo capilar (HE et al., 2022).
Os mecanismos por tras dessas interagdes ainda sao pouco compreendidos, portanto requerem
uma investigacdo mais aprofundada.

Em geral, os ensaios de genotoxicidade e mutagenicidade sdo usados para analisar
possiveis efeitos de misturas complexas, sem a necessidade de uma caracterizacdo quimica
precisa dos seus componentes (LAH et al., 2008; FLOHR, 2011). Considerando que as analises
fisico-quimicas s&o insuficientes para se determinar os efeitos de uma mistura (FERNANDEZ-
ALBA etal., 2001; FARRE; BARCELO, 2003; HERNANDO, 2005), os testes toxicogenéticos
sdo fundamentais, pois permitem a avaliacdo do potencial de risco ambiental destas misturas.
Uma outra inferéncia que pode ser feita, com relacdo aos efeitos citotdxicos e genotoxicos da
tintura avaliada, seria quanto a agdo toxica do dioxido de titanio (TiO2), um dos componentes
da tintura capilar estudada. De acordo com a literatura, as particulas de TiO2 podem causar
ruptura das membranas plasmaticas, inibi¢do da atividade mitocondrial e até mesmo alterar a
funcionalidade dos lisossomos (DI VIRGILIO et al., 1998; WANG; LI SHU; STONER, 2008;
SHI et al., 2013; MOHAMMADINEJAD et al., 2019). Além disso, as particulas de TiO>
também induziram danos citotdxicos em células hepaticas de ratos (LI et al., 2017; JIA et al.,
2017; MARTINS et al., 2017; PAPP et al., 2020) e em seres humanos, de maneira dose-
dependente (SHA et al., 2011; SHAJARI; GOLESTANI; NOWROUZI, 2021), de forma
semelhante aos resultados aqui apresentados.

Zhu et al. (2007), em ensaio in vitro, propuseram o0 mecanismo pelo qual as
nanoparticulas de TiO: interagem com o DNA e induzem a sua quebra. Os resultados de
espectroscopia de infravermelho demonstraram que ocorre ligacdo destas nanoparticulas com
0 DNA no grupo fosfato (P=0), formando P-O-Ti e afrouxando a ligagdo C-O-P, sem alterar
as bases nitrogenadas do DNA. Essa alteragdo provoca a quebra do DNA, o que justificaria a
fragmentacdo do material genético visualizada neste estudo pelo ensaio do cometa
(MOHAMMADINEJAD et al., 2019; LING et al., 2021). Além disso, as nanoparticulas de
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TiO2 também podem induzir a apoptose e necrose em células de mamiferos (LIU et al., 2010;
SHI et al., 2010; ZHANG et al., 2011; MOHAMMADINEJAD et al., 2019).

Outros autores, como Galiotte et al. (2008), também constataram pelo ensaio do cometa,
maior frequéncia de quebras no DNA de linfdcitos de cabeleireiros expostos a diferentes
substancias quimicas, como corantes capilares, quando comparados ao grupo controle que ndo
sofreu exposicao. Ja paraa OECD (2016), estas quebras no DNA podem tanto serem reparadas,
resultando em efeito ndo persistente, como serem fixadas numa mutagdo, resultando em
mudanca permanente. Em geral, uma substancia mutagénica € aquela que induz danos ao DNA,
que sdo transmissiveis da célula mée para as células-filhas (SANTELLI; SIVIEIRO, 2014).
Além disso, a revisao de literatura de Roberto e Christofoletti (2019) relata diversos efeitos de
ecotoxicidade das nanoparticulas de TiO2, como constatado por outro trabalho de nosso grupo
de pesquisa, onde foi demonstrado o efeito toxico destes efluentes sobre organismos aquaticos
(GONGCALVES et al., 2023).

Outro teste também utilizado em avaliacbes de genotoxicidade de substancias e
amostras ambientais (como as amostras de efluentes aqui avaliadas) é o teste do MN. Este teste
é realizado com a finalidade de detectar fragmentos de cromossomos, cromossomaos acéntricos
e perda de cromossomos inteiros (FENECH, 2000; FENECH, 2007). Os resultados do teste do
MN deste estudo mostraram auséncia de MN para 0s ensaios realizados com todas as
concentragOes dos efluentes avaliados (EC e ET).

De acordo com Houtgraaf et al. (2006), os checkpoints do ciclo celular sdo ativados
guando ocorrem danos no material genético, ocasionando parada do ciclo, para que o sistema
de reparo consiga restaurar o DNA. Quando o reparo ocorre corretamente, as células continuam
normalmente o seu ciclo celular, sem causar prejuizos ou alteracdes as células-filhas
(BERTOLI et al., 2013). Baseado na descri¢do dos autores citados acima (HOUTGRAAF et
al., 2006; BERTOL.I et al., 2013) e nos resultados do presente estudo, é possivel inferir que 0s
componentes dos efluentes avaliados induziram danos no material genético de HepG2/C3A,
como 0s observados no ensaio do cometa, mas esses devem ter sido reparados, nao se fixando
nas células filhas, fato este que justifica a auséncia de alterag¢des no teste do MN.

Neste estudo também foram realizadas outras avaliacbes de citotoxicidade,
simultaneamente ao teste do MN: indice de proliferacdo com bloqueio de citocinese (IPBC),
indice de replicacdo (IR) e porcentagem de atividade citostatica (LORGE et al., 2008). O IPBC
indica 0 nimero médio de ciclos que cada célula passou, durante o periodo de exposi¢do a
citocalasina B. Os resultados desses ensaios podem ser utilizados para calcular os niveis de

proliferacédo celular. A outra medida recomendada, é o indice de replicagcdo (IR). Este indice
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infere, diretamente, a extensdo da replicacdo celular nas culturas tratadas, em relacéo aos dados
do teste controle.

A citotoxicidade de um agente pode resultar em citostase ou em morte celular. A
citostase é um estado de interrupcao temporaria do ciclo celular, no qual as células param de se
dividir ativamente. Esse processo pode ocorrer como resposta a varios estimulos ou condi¢es
do ambiente celular. Esse evento é geralmente induzido pela agdo de inibidores da diviséo
celular, mas pode também ser induzido por agentes toxicos que interferem em vias especificas
do ciclo celular, causando seu atraso. Como a citostase também pode estar relacionada com
morte celular, esse componente da citotoxicidade pode ser predominante e, portanto, deve ser
sempre levado em consideracéo na avaliagdo da citotoxicidade global. De acordo com alguns
autores, quando o teste de micronucleo in vitro é realizado com citocalasina B, é recomendado
que sejam aplicados, complementarmente, dois métodos para de medicdo de citotoxicidade, o
do IPBC ¢ do o IR (FELLOWS; O’DONOVAN, 2007; KIRKLAND et al., 2007; FELLOWS
et al., 2008; LORGE et al., 2008).

Neste estudo, as culturas tratadas com os efluentes de saldes de beleza evidenciaram
uma diminuicdo significativa do IPBC e do IR, bem como aumento da atividade citostatica
(Tabela 2). Foram observadas porcentagens diminuidas de IR, para os tratamentos EC e ET,
associadas ao aumento da atividade citostatica. A taxa mais baixa de IR foi registrada para as
células expostas ao EC4 (IR = 53,2%; atividade citostatica = 47,0%). Por esses resultados,
pode-se inferir que a alta atividade citostatica registrada possa estar relacionada ao
aprisionamento do ciclo celular, desencadeado como resposta para inibir a fixacdo de danos e,
consequentemente, a conferéncia de um maior tempo para reparo das lesdes do material
genético. Essa afirmacdo se justifica pela presenca de quebras no material genético, observada
pelo ensaio de Cometa, e auséncia de MN no teste correspondente. Esse processo de
aprisionamento do ciclo celular pode contribuir para o processo apoptotico e subsequentes
danos a membrana plasmatica e/ou as mitocondrias, como elucidado anteriormente.

Os efluentes EC e ET apresentaram efeitos citotoxicos e genotoxicos sobre as células
HepG2/C3A. Houve a fragmentacdo do DNA, diminui¢édo do IPBC, diminui¢do do IR e
aumento da atividade citostatica. Esses resultados sdo preocupantes, pois os efluentes EC e ET
interferiram na atividade mitocondrial, na permeabilidade e integridade da membrana celular e
no desenvolvimento do ciclo celular. Os resultados relacionados aos efeitos observados no ciclo
celular classificam os efluentes testados como potencialmente toxicos para o modelo

empregado.



Artigo 3 122

5. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos no presente estudo, é possivel concluir que as
concentracgdes testadas do EC e ET induziram efeitos citotoxicos e genotdxicos nas celulas de
hepatocarcinoma humano (HepG2/C3A). Como ndo foram registradas frequéncias
significativas de MN, acredita-se que 0s danos genotoxicos observados ndo foram transmitidos,
tampouco fixados nas células-filhas. Além disso, a citotoxicidade observada pela diminuicao
dos indices IPBC e IR e aumento da atividade citostatica, comprova que estes efluentes
conferem riscos a integridade ambiental e a salde humana, e ainda alerta para a necessidade de
se estabelecer, urgentemente, estratégias que possam diminuir os impactos conferidos por este
tipo de efluente. O estudo contribui ainda com informacdes sobre a toxicidade dos componentes
das tinturas capilares, bem como dos efluentes gerados nos processos de tingimento de cabelos.

Apesar da cultura celular HepG2/C3A ter demonstrado sensibilidade na avaliacdo do
potencial citotoxico, genotdxico e mutagénico do EC e ET, os dados ndo podem ser
extrapolados, diretamente, para 0s organismos in vivo em geral. Ainda sdo necessarios mais
estudos complementares, desenvolvidos com diferentes bioindicadores, endpoints e ensaios,
que possam certificar, de forma mais realista, a abrangéncia e os efeitos deste tipo de
contaminagdo. Essa necessidade se torna ainda mais essencial devido ao uso crescente e
continuo destes produtos, a sua constituicdo complexa e toxica, e ao alto potencial de
reatividade com outros quimicos usados no processo de tingimento, bem como com quimicos
ambientais. Por fim, € prudente alertar que o uso intensivo e generalizado de tinturas capilares

pode ocasionar comprometimentos a saude humana.
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Abstract

Cosmetic residues have been found in water resources, especially trace elements of precursors,
couplers, and pigments of hair dyes, which are indiscriminately disposed of in the sewage
system. These contaminants are persistent, bioactive, and bioaccumulative, and may pose risks
to living beings. Thus, the present study assessed the ecotoxicity of two types of effluents
generated in beauty salons after the hair dyeing process. The toxicity of effluent derived from
capillary washing with water, shampoo, and conditioner (complete effluent—CE) and effluent
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not associated with these products (dye effluent—DE) was evaluated by tests carried out with
the aquatic organisms Artemia salina, Daphnia similis, and Danio rerio. The bioindicators were
exposed to pure samples and different dilutions of both effluents. The results showed toxicity
in D. similis (CE50 of 3.43% and 0.54% for CE and DE, respectively); A. salina (LCso 8.327%
and 3.874% for CE and DE, respectively); and D. rerio (LCso of 4.25-4.59% and 7.33-8.18%
for CE and DE, respectively). Given these results, we can infer that hair dyes, even at low
concentrations, have a high toxic potential for aquatic biota, as they induced deleterious effects
in all tested bioindicators.

Keywords: ecotoxicity; aquatic ecotoxicology; emerging environmental contaminants;
cosmetic residues; zebrafish embryotoxicity; lethality test.
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1. INTRODUCTION

The aquatic environment is highly complex, characterized by diverse ecosystems such
as rivers, lakes, estuaries, seas, and oceans [1]. However, this classification is simplistic,
because these ecosystems are dynamic structures with specific characteristics [2]. When
pollutants are released into the environment, they can disperse inside a distinct compartment,
such as soil, water, and air, and be transported among them. Despite fabrication processes that
generate distinct effluents, generally, cosmetics are released as domestic sewage, bypass the
conventional wastewater treatment system (when present), and reach different receiving waters,
such as freshwater bodies, and then marine environments [3]. During the movement of a
contaminant, several interactions between abiotic and biotic factors occur, reaching exposed
organisms. Once it enters into the biota, bioaccumulation becomes an impairment factor for

living beings, and through the trophic chain, biomagnification worsens the scenario [4,5].
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The integrity of aquatic ecosystems has been disturbed by anthropogenic activities,
derived from changes in lifestyle, social context, agriculture, industry, and technological
advances [6]. The changes in these environments happen directly or indirectly, and their
ecotoxicological damage is unpredictable and of high complexity [7]. Huttl et al. [7] also
highlight that the maintenance of environmental quality will only be possible if interdisciplinary
studies are implemented, which include a multifaceted view of the complexity of the
environmental problem.

Regarding water sustainability, there is also a concern about establishing a water ethics
program, with proposals for the conduct of rigid decisions, especially for natural environments
that are little or not fully known [7]. This call for a new water ethics policy is also based on
concerns about the increased degradation of water systems [7,8], To attend to the concept of
“one health” (the decompartmentalization of human, animal, and ecosystem health) and reveal
unknown impacts, the interlocution among different study areas should be strengthened, such
as environmental chemistry, human toxicology, and ecotoxicology [9].

In recent years, some studies of aquatic ecosystems have shown the presence of traces
of dyes, precursors, and couplers, whose origin would be from the process of hair dyeing [10].
The effluents generated in beauty salons are, in most cases, directly disposed of into the
environment or incorporated into the urban sewer system. The characteristics of this effluent
are much closer to industrial than to domestic effluent [5]. However, as the conventional system
used in sewage treatment plants is not completely efficient for the removal of this pollutant,
many cosmetic products remain in surface waters [5,11].

As an example, the work of Yurtsever [12] describes how glitter particles from some
cosmetics are found in the environment, first in sewage sludge, then in rivers (water and
sediment), and finally in oceans. Hair dyes also constitute a serious environmental threat, and
their effluents must be investigated.

The indiscriminate disposal of toxic agents in the environment can be characterized as
a risk factor for the survival of organisms [13,14], in a more intensive way for aquatic species
whose entire life cycles can be assumed to be aqueous [15]. Considering the current high
consumption of hair dyes and the dyeing process, beauty salons generate a large volume of
complex effluents (with compounds belonging to groups of preservatives, humectants, organic
solvents, surfactant oils, and also with dyes based on heavy metals, such as lead, cadmium,
chromium, and arsenic) [16,17].

Studies of water quality and the polluting load of effluents are usually done by

physicochemical analyses [18]. However, this type of evaluation is very limited, as the analyses
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are insufficient to estimate the real toxic potential of a given contaminant [19,20]. On the other
hand, ecotoxicological studies allow the meticulous assessment of the toxicity of both effluents
and their receiving bodies. These tests are performed with aquatic bioindicators of high
sensitivity, whose patterns of effects may reflect the possible damages on other biological
categories [21]. Bioindicators are tools widely used by environmental regulatory bodies [18] to
identify effects on the aquatic biota of inland, estuarine, and marine waters, and can be used
both in laboratory and field conditions [22].

With these tests, it is also possible to establish permissible limits for different
substances, as well as to evaluate the impact of complex mixtures on the aquatic organisms of
the receiving bodies [19]. According to Domingues and Bertoletti [23], when conducting
ecotoxicological tests on aquatic organisms, it is important to use taxonomic groups that are
representative of the ecosystem. Also, it is recommended to use organisms from different
trophic levels to get an idea of the natural sensitivity variability of organisms in the ecosystem
under consideration.

Given the health and environmental problems related to hair dyes, it is essential to
conduct studies that help in understanding the interaction of these compounds with the aquatic
biota, as well as the possible damage that these contaminants may induce in living beings in
general. In the present study, by in vivo tests, the toxicity and embryotoxicity of two types of
effluents generated in the hair dyeing process were evaluated on three bioindicators of various

trophic levels: Artemia salina, Daphnia similis, and Danio rerio.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1. Obtaining, Storing, and Determining Effluent Samples

To perform the tests, effluents generated from the hair dyeing process were collected
from a beauty salon (city of Rio Claro, Sao Paulo, Brazil). Two types of effluents were collected
under the authorization of the owner of the establishment and its customers: (1) effluent derived
from the freshly dyed hair washed using water, shampoo, and conditioner (complete effluent—
CE); and (2) effluent composed of wash water and only the dye removed from the hair (dye
effluent—DE), i.e., without shampoo and conditioner. Brown hair dye was applied to the hair
according to the manufacturer’s instructions, for 40 min. Then, a complete wash was done
(removal of excessive dye by washing with water, shampoo, and conditioner), generating CE.
Following the same protocol of the dyeing process on another person, the washing was
performed only with tap water (until the complete removal of the dye that was not fixed to the

hair), generating DE. To remove possible impurities, such as hair strands, the samples were
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filtered by qualitative filter paper (80 g/m2) and stored, separately, in properly identified
polypropylene carboys (20 L capacity—much more effluent was discarded). To avoid the
degradation of the components of the effluents until the assembly of the tests, samples were

stored in a freezer (—10 °C).

2.2. Treatments

The bioassays were performed with both types of effluents (DE and CE), followed by
their respective control tests. The bioassays performed with A. salina and D. rerio were
developed with the same concentrations/dilutions of DE and CE, as follows: pure sample
(100%) and dilutions of 3.125, 6.25, 12.50, 25.00, and 50.00%. The bioassays with D. similis
were performed with pure sample (100%) and dilutions of the effluents (1.00, 3.00, 3.125, 6.25,
12.50, 25.00, and 50.00%). For DE and CE ECso determination, 0.5 and 5.0% treatments were
added, respectively, for test validation.

2.3. Bioassays

2.3.1. Test Method with Artemia salina

The bioassays of acute ecotoxicity with Artemia salina followed the guideline of ABNT
NBR 16530/2016 [24]. For greater reliability of the results obtained in the test, larvae (nauplii)
were obtained from the hatching of selected and vacuum-packed cysts (Artemia salina RN®,
Natal, Brazil) acquired in an aquarium store. The cysts and nauplii were maintained in optimal
conditions of hatching and growth (25.0 £ 2.0 °C, salinity around 3.2%, and slightly alkaline
pH ~8.0).

The experiment was carried out in a glass aquarium of 19 x 10 x 15 cm dimensions,
with one of the walls covered by aluminum foil. The volume of the aquarium was separated
into two parts by a partition plate, uniformly perforated (~2 mm in diameter, spaced by 4 mm).
The aquarium received 500 mL of reconstituted water (synthetic seawater), prepared by
dissolving commercial sea salt (Blue Treasure Reef Sea®, Qingdao Sea-Salt Aquarium
Technology Co., Ltd., Qingdao, China) in distilled water, according to the manufacturer’s
guidelines.

The aquarium was accommodated in a biological oxygen demand (BOD) incubator with
the temperature controlled at 25.0 + 2.0 °C, constant aeration, and lighting. One of the parts of
the aquarium received constant illumination (aquarium wall without aluminum foil cover), i.e.,
it was exposed to a fluorescent lamp of 15 W. The other part, covered with aluminum foil, and
therefore without lighting (dark), received 0.3 g/L of A. salina cysts. The light/dark system of
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the aquarium was prepared to attract the newly hatched larvae to the light side, forcing them to
cross the partition (through the holes) due to the positive phototropism they have, standardizing
the organisms used in the test. Incubation was carried out for a period of 48 h.

After the incubation period, the A. salina nauplii were separated and exposed to different
effluent dilutions (described in Section 2.2) for 48 h in a static system. Test tubes received 10
individuals and 10 mL of sample, and each treatment was organized in quadruplicate. Through
the lethality results, the LCso of the samples of each effluent was determined, characterizing the
concentration responsible for causing death in 50% of the organisms.

The exposure of the organisms was accompanied by a negative control (NC), performed
only with reconstituted water. In addition, the sensitivity of the bioindicator was ensured by
exposure to a reference substance, sodium dodecyl sulfate (SDS—0.625, 1.25, 2.5, 5.0, 10.0,

and 20.0 mg/L), solubilized in reconstituted water.

2.3.2. Test Method with Daphnia similis

The acute toxicity bioassays carried out with the microcrustacean Daphnia similis
followed the guideline ABNT NBR 12713/2016 [25]. The individuals of D. similis used in the
experiment were obtained from cultures maintained in the Water Toxicity Laboratory, from the
Department of General and Applied Biology, Séo Paulo State University (UNESP), Rio Claro,
Brazil. The cultures were maintained following the technical standards recommended by ABNT
NBR 12713/2016 [25].

To assess the toxicity of the effluents, a total of five neonates, aged between 6 and 24 h,
were exposed to 10 mL of the samples in treatments organized in quadruplicate. Different
concentrations of the samples were evaluated (according to Section 2.2), accompanied by a
negative control (NC), consisting only of diluted water (culture water of the organisms—
hardness 40 mg/L to 48 mg/L and pH in the range of 7.2 to 7.6) [25]. The test tubes containing
the organisms were kept in a BOD incubator at 20 + 2 °C, in the dark, without feeding, for 48
h. At the end of the exposure period, the toxicity of the effluents was evaluated by the number

of mobile and immobile organisms (lethality parameter).

2.3.3. FET Test
Zebrafish Maintenance and Spawning
The procedures for the care and use of animals were approved by the Ethiculture, and

spawning and test procedures were conducted according to OECD guidelines (OECD No. 236,
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Commission, 2013) [26], in the Zebrafish Animal Laboratory located at UNIPEX—
Experimental Research Unit of Botucatu Medical School, UNESP, Brazil, approved by CEUA
n° 1392/2021.

Adult male and female zebrafish (Danio rerio) were kept separately in a recirculating
aquaculture system containing mechanical biological filtration and disinfection. The
temperature was 26.0 £ 1.0 °C in a 14 h light/10 h dark cycle. Water hardness was
approximately 150 mg CaCOzs/L and pH was 6.8 to 8.5. The dissolved oxygen concentration
was above 6.0 mg/L. Fish were fed with Artemia salina three times daily. Sexually mature male
and female zebrafish were transferred into a spawning tank separated by a partition and placed
in a dark and quiet environment (2 males:1 female), and breeding began with the presence of
light the following day. Approximately 35 min after spawning, fertilized eggs were collected
and selected with an inverted microscope (Motic®, AE2000). Viable eggs were selected for the

embryotoxicity test.

Fish Embryo Exposure Assays

The Fish Embryo Acute Toxicity (FET) test (OECD No. 236, Commission, 2013) [26]
was performed in independent replicates with 24-well plates (SPL Life Sciences), one embryo
per well. The experimental design consisted of four treatments with different dilutions for each
effluent (DE and CE): 3.125, 6.25, and 12.5%; a negative control (NC) (reconstituted water—
ISO-7346); and a positive control (4.0 mg/L 3,4-dichloroaniline). In the NC, 24 embryos were
exposed to the 1ISO-7346 water. On the other plates, 20 eggs were exposed to each different
dilution for each effluent (DE and CE), and four eggs in ISO-7346 water were the internal NC.
For each effluent, three replicates were used (n = 3).

Embryonic development was evaluated at 8, 24, 48, 72, 96, 120, and 144 h post-
fertilization (hpf) with an inverted microscope (AE2000, Motic®, Barcelona, Spain). Mortality
was recorded daily according to lethality observations: coagulation of embryos, lack of somite
formation, non-detachment of the tail, and lack of heartbeat. Microphotographs (24 and 144
hpf) were recorded with an Olympus MVX10 magnifier. Images were processed with Fiji-
ImagelJ software (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). The LCso (median lethal
concentration—for embryo-lethality) was determined at 24, 96, and 144 hpf for DE and CE,
and it was determined whether there was a significant difference in these values between the

effluents. For DE LCsg determination, a 0.5% treatment was added for test validation.



Artigo 4 138

2.4. Physicochemical Analysis

Water samples were measured after collection using the Horiba multiparameter probe
(Multi Water Quality Checker U-50 Series, Kyoto, Japan). The parameters evaluated by the
probe were: temperature, pH, conductivity, turbidity, dissolved oxygen, total dissolved solids,

and salinity.

2.5. Spectrophotometric Analysis

The evaluation of the remaining concentration of hair dye in the effluents studied (DE
and CE) was performed using UV-visible spectrophotometry (UV-5100, Global Trade
Technology®, Jaboticabal, Brazil). For this, a standard solution was prepared with the
commercial mixture at 12.0 g/L, the same used in the hair coloring process to obtain the
effluents. Then, the absorbance reading was performed by spectrophotometry, using the
external calibration method, to identify the wavelength of maximum light absorption by the
mixture. The wavelength corresponding to maximum light absorption occurred at 290 nm.
Thus, absorbance readings of the standard solution and different dilutions of the same mixture
(0.6, 1.2, 2.4, 4.8, 6.0, and 12.0 g/L) were performed to obtain the standard curve by linear
regression. After making the standard curve, an aliquot of each effluent was subjected to
centrifugation for 4 min at 484x g (Centrifuge 80-2B, Centribio®, S&o Paulo, Brazil), to remove
possible impurities, and read at 290 nm. Thus, based on the absorbances obtained, the
concentration of the capillary dye mixture of each effluent was determined using the equation

of linear regression [27,28,29].

2.6. Statistical Analysis

For D. rerio data, the median lethal concentrations of the effluents DE and CE were
estimated using the GW-Basic 3.0 Software, according to the “Trimmed Spearman Karber”
statistical method [30]. Differences in LCsp values were determined using Student’s t-test. The
data obtained in this study were submitted for analysis of variance (one-way ANOVA).
Shapiro-Wilk and Levene tests respectively verified the subjects of normality and homogeneity
of the variances of the residues. When significant differences between treatments were detected
(p < 0.05), Tukey’s a posteriori test was used. In the case of non-parametric data, the Kruskal
Wallis test was used, followed by the multiple comparison test as an a posteriori test [31].

The determinations of LCsg (A. salina) and ECsg (D. similis) were performed by the
“Trimmed Spearman Karber” method, as described in ABNT NBR 16530/2016 and ABNT
NBR 12713/2016, respectively [24,25].
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3. RESULTS
3.1. Artemia salina

The mortality of the bioindicator A. salina for the different dilutions of DE and CE is
shown in Table 1. The results indicate mortality of 100% for concentrations of 25, 50 and 100%
for both effluents and higher mean percentages for non-lethal DE concentrations. The estimated
mean values for LCso were statistically determined as 3.874% for DE and 8.327% for CE.

Table 1. Mean mortality of Artemia salina during the 48-h exposure to different concentrations
of DE and CE.

Treatments DE CE
NC 0.00% 0.00%
3.125% 22.50% 6.25%
6.250% 33.75% 25.00%
12.500% 41.25% 28.75%
25.000% 100.00% 100.00%
50.000% 100.00% 100.00%
100.000% 100.00% 100.00%
LCso 3.874% 8.327%

NC: negative control; DE: Dye effluent; CE:
Complete effluent (hair dye, shampoo, and
conditioner); LCso: average lethal concentration.

3.2. Daphnia similis

The mean mortality of D. similis exposed to the different dilutions of DE and CE
effluents are shown in Table 2. The results indicate mortality of 100% for concentrations of
3.00, 3.125, 6.25, 12.50, 50.00, and 100.00% of the DE. The treatment performed with CE also
induced mortality of 100% for the same concentrations, except for 3.00%. The mean ECso
values were statistically determined as 0.54% for DE and 3.43% for CE.



Artigo 4

140

Table 2. Mean mortality of Daphnia similis for 48 h exposure to different concentrations of DE

and CE.
Tratamentos DE CE
NC 0.00% 0.00%
0.50% 45.00% -
1.00% 90.00% 0.00%
3.00% 100.00% 15.00%
5.00% - 100.00%
3.13% 100.00% 100.00%
6.25% 100.00% 100.00%
12.50% 100.00% 100.00%
25.00% 100.00% 100.00%
50.00% 100.00% 100.00%
100.00% 100.00% 100.00%
ECso 0.54% 3.43%
NC: negative control; DE: Dye effluent; CE:
Complete effluent (hair dye, shampoo, and
conditioner); average effective
concentration.
3.3. FET Test

The LCso for 24 hpf for zebrafish (Danio rerio) embryos exposed to DE was 7.33%
(95% confidence interval: 6.25-8.65%) and to CE was 4.59% (95% confidence interval: 3.94—

5.36%). At the end of the 144-h post-fertilization exposure, the LCso was 8.18% (95%
confidence interval: 7.13-9.4%) for DE and 4.25% (95% confidence interval: 3.67—4.93%,) for

CE. The results of LCso showed significant differences for all times of exposure (24, 96, and

144 hpf) between DE and CE (Table 3). Embryonic coagulation was the most observed lethal

endpoint in DE and CE treatments (Figure 1). High mortality was verified at 24 hpf in the

effluents at concentrations >6.25% (Figure 1a,b; examples of mortality are shown in Figure 1c¢).

The data obtained showed that CE exposure is more toxic than exposure to DE for zebrafish

embryo-larval development.
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Figure 1. Mortality in zebrafish (Danio rerio) embryos. (a,b) Graphic representation of
zebrafish embryo and larvae mortality, expressed by the proportion of coagulated eggs and
absence of heartbeats per effluent, concentration, and exposure time. The negative control
corresponds to the healthy embryos not exposed to effluents. Significant mortality of exposed
zebrafish (p < 0.05) relative to the control is identified with (*). Prepared with GraphPad Prism
5.01 software. (c) Micrographs showing zebrafish mortality: at the 6.125% dilution compared
to negative control and the 3.125% dilution in the associated effluent (CE); and at the 12.5%
dilution compared to the negative control and the 6.25% dilution in the non-associated effluent
(DE) (2% magnification on MVX10 microscope, Olympus, Tokyo, Japan). Photographs are
representative (n = 3) and were taken at 24 hpf. (d) Micrographs showing zebrafish survival
from dilutions of 3.125% in the associated effluent (CE) and 6.25% in the non-associated
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effluent (DE) at the end of the exposure (1.6x magnification on Olympus MVX10 microscope).
Photographs are representative (n = 3) and were taken at 144 hpf.

Table 3. Results of LCs after exposure to DE and CE during different periods (24, 96, and 144
hpf).

Stage Exposure DE CE
(Kimmel, . Test range o Test range o
1995) period (hpf) (%) LCso (%0) (%) LCso (%0)
Pharyngula 24 05-125 s ) 315-125 1?-95392)
Early larva 96 05-125 o s 31%5-125 o 1)
6.37 3.90
Early larva 144 0.5-125 (5.02-8.07) 3.125-125 (3.29-4.61)

Hpf: Hours Post-Fertilization; DE: Dye effluent; CE: Complete effluent.

The survivor embryos in CE treatments showed no malformations significantly up to
144 hpf (Figure 1d), but some results showed pericardial and yolk sac edema in embryos of DE
treatments (Figure 2). The highest percentage of malformations was present at 48 h. After 120
h, the edema disappeared, showing an adaptive response of the embryo.
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Figure 2. Pericardial and yolk sac edema in zebrafish (Danio rerio) (a) Graphic representation
of pericardial edema rate and yolk sac edema rate in zebrafish larvae expressed by the incidence
of this effect by DE dilution 6.25%, and exposure time. The negative control corresponds to the
healthy embryos not exposed to effluents. The incidence of exposed zebrafish was significant
if (p < 0.05) relative to the control, as identified with (*). Prepared with GraphPad Prism 5.01
software. (b) Micrograph of the absence of pericardial edema and yolk sac edema in the
negative control. (c) Micrograph showing the presence of pericardial edema and yolk sac edema
in zebrafish exposed to DE (nhon-associated) effluent at 6.25% dilution (1.6x magnification on
Olympus MV X10 microscope). Photographs are representative (n = 3) and were taken at 72
hpf.
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3.4. Physicochemical Analysis

The results of the physicochemical analyses of the DE and CE samples, obtained with
the multiparameter probe (Table 4), showed differences in turbidity, for CE, and in dissolved
oxygen and turbidity for DE, when compared with two Brazilian laws established by the
National Environment Council (Conselho Nacional do Meio Ambiente—CONAMA—n°
357/2005 e n° 430/2011) [32,33] and an international document from the European Union
concerning urban wastewater treatment (Council Directive n® 91/271/EEC of 21 May 1991,
EUR-LEX, 1991) [34].

Table 4. Results of physicochemical analyses of DE and CE samples, obtained with the

multiparameter probe.

Values recommended by Brazilian and
Samples international legislation
Parameters CONn’f‘MA CONn'f‘MA Directive 91/271/EEC
DE CE | 357/2005  430/2011 of 21/05/1991
Temperature (°C) 17.89 19.46 <40.0 <40.0
pH 6.16 5.14 5.00t09.00 5.00to9.00
Conductivity
(uS/cm) 391.0 204.0
Dissolved oxygen 5 27 560  >5.00
(mg/L)
TSS (g/L) 0.254 0.126 <0.5 35-60
Turbidity (NTU) 369 173 <100
Salinity 0621 ?,/(? <0.5%

DE: Dye effluent; CE: Complete effluent; TSS: Total soluble solids; EEC: European
Economic Comunity.

3.5. Spectrophotometric Analysis

The absorbance measured for DE was 0.192, and that for CE was 0.342. Thus, the
concentration of the hair dye mixture was determined by the analytical curve (Figure 3),
resulting in values of 1.505 g/L for CE and 0.895 g/L for DE.
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Figure 3. Standard curve for hair dye mixture obtained by linear regression. Readings were
performed at 290 nm, the most suitable wavelength for maximum light absorption.

4. DISCUSSION

The assessment of the polluting loads of the studied effluents (DE and CE) was
performed by physicochemical characterization, measured by a multiparameter probe. In this
analysis, the parameters of pH, temperature, conductivity, dissolved oxygen, total soluble
solids, turbidity, and salinity were considered. These parameters obeyed Resolution No.
357/2005 of CONAMA, which classifies Brazilian freshwater bodies into different categories,
according to the water quality standards [32].

Another legislation used was Resolution No. 430/2011 of this same Brazilian council,
which provides conditions, parameters, and standards for the discharge of effluents into water
bodies [33]. According to the few reference parameters of this resolution, it is noted that the
DE and CE presented temperature, pH, and salinity within the acceptable range. In addition to
these Brazilian legislations used to classify the effluents studied here, the European Union
Council Directive No. 91/271/EEC [34] was also considered to evaluate the quality of the
effluents, regarding the requirements recommended at the international level.

The pH measured for both effluents (6.19 and 5.14 for DE and CE, respectively) is
within the standards defined by Resolution 357/2005 [32] and by Resolution 430/2011 [33],
which determines a pH range for effluents between 5.0 and 9.0. The determination of this pH
range is due to the water quality safety policy because values below 5.0 or above 9.0 can cause
a decrease in cellular activity, making survival impossible for aquatic organisms [32,33]. The
pH is considered an important variable of water quality, as it influences several biological and

chemical processes. Changes in pH can affect the survival of aquatic organisms as they have
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pH-dependent metabolic activities [35]. According to Omer [36], most aquatic organisms are
already adapted to a specific pH and changes can impair their survival; a pH below 3.0 is
commonly fatal. Also, this author highlights that pH affects the solubility of other chemicals in
water, which endangers the exposed biota. The maintenance of the recommended values for
this parameter is essential, as preserving the water quality also directly meets two of the goals
established by the UN 2030 Agenda (goals 6 and 14) [37] and the water ethics policy [7,8].

According to the Annual Inland Water Quality Report in the State of S&o Paulo [38],
Brazil, conductivity can be considered the numerical expression of the capacity of water to
conduct electric current. That is, considering a freshwater environment, the conductivity value
expresses the quantity of salt in the water, representing an indirect measure of pollutant
concentration. Conductivity also acts as an indication of changes in water bodies, because this
parameter tends to be constant when there is no anthropic interference in the environment [39].

Although there is no legislation that defines effluent conductivity limits, impacted
environments are those that have conductivity levels higher than 100 uS/cm [40]. The DE and
CE samples presented conductivity values higher than 100 puS/cm (391.0 and 204.0 uS/cm,
respectively). Therefore, because this parameter is considered an indirect measure of the
concentration of pollutants [40], it can be inferred that effluents contaminated with hair dye can
compromise the water quality of their receiving water bodies.

Rodrigues et al. [41] suggest that the amounts of dye that are fixed in the hair may vary
according to the type of dyed hair, a fact that could generate variation in the composition of the
effluents of the hair washes. Considering this concern, in the present study a spectrophotometric
analysis was performed to quantify the presence of brown hair dye in each of the effluents
evaluated. In this analysis, a higher concentration of dye was observed in the CE (1.505 g/L)
than in the DE (0.895 g/L), which can be explained by the use of shampoo during hair washing.
Professional shampoos have ingredients in extremely concentrated forms or special anionic or
cationic detergents, capable of removing the residues of chemicals applied in the hair coloring
process [42].

Another physicochemical parameter considered in the present study was turbidity. This
parameter scores the presence of solid particles in suspension [43]. However, although the
parameters turbidity and total solids are associated with each other, they are not absolutely
equivalent [44]. In the analysis performed with the studied effluents, both presented high
turbidity values (369 NTU and 173 NTU for DE and CE, respectively) for Class 2 rivers,
compared to the recommended value of <100 NTU (Resolution No. 357/2005). High turbidity
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values tend to compromise light scattering, which affects the process of photosynthesis and,
consequently, the functioning of aquatic ecosystems [45].

Nkansah et al. [46] attribute the high turbidity of salon effluents to the cosmetics
components, such as volatile organic compounds, methacrylates, phthalates, sulfates, parabens,
and formaldehyde. The authors also highlight that the turbidity derived specifically from hair
dyeing processes is related to the excess of emulsifiers, composed of precursor agents, couplers,
and oxidants. The altered turbidity results of the DE and CE corroborate the pH and
conductivity data, thus reaffirming the polluting potential of hair dyes for aquatic environments.

According to Article 18 of the V Decree No. 8468/1976 [47], effluents from any
polluting source can only be released into water resources, directly or indirectly, if they present
dissolved oxygen (DO) concentration greater than 5.0 mg/L. The DO value of CE (5.60 mg/L)
was very close to the reference value mentioned above, whereas DE presented a value
considerably lower (2.37 mg/L) than recommended by Brazilian law. This low concentration
of DO is worrisome because this parameter is a limiting factor for the maintenance of aquatic
life, as well as for the processes of self-purification of natural aquatic systems [48,49,50].
Oxygen is necessary for aerobic organisms [36], so its depletion impairs the physiological
processes and metabolic rate of aquatic species [51]. These data corroborate the records for pH,
conductivity, and turbidity, confirming, once again, the concern of releasing these effluents
directly into water bodies.

The effluents analyzed presented characteristics that can compromise the receiving
water body, especially if released without treatment and in low-flow rivers. However, as the
composition of salon effluents may vary according to the hair coloring process and the use of
additional products, traditional physicochemical analyses serve only to identify and quantify
the present compounds, but not to evaluate the biological effects and their potential risk [52,53].
Thus, physicochemical analyses are important as auxiliary information to ecotoxicity tests.

Aquatic ecotoxicity analyses should be done in a multifaceted way, with bioindicators
of distinct taxonomic groups and different trophic levels [23]. The analyses should also consider
the variability of the organisms’ sensitivity and the possible impacts on the ecosystem. The
species Daphnia similis, Artemia salina, and Danio rerio have been successfully applied in this
type of evaluation, so they were used as bioindicators of this study.

The species D. similis is a freshwater microcrustacean (order Cladocera), also known
as a water flea. It is a species widely used in ecotoxicity tests because of its place in the aquatic
trophic chain as an important food source for fish [54,55,56]. The organism has a relatively

short life cycle, is easy to grow in the laboratory, and, due to its small size, requires low volumes
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of samples to perform the tests. In addition, it is an organism that presents high sensitivity to
several aquatic contaminants [57,58,59].

The assays developed with D. similis showed a high sensitivity to both samples (DE
ECso = 0.54%; CE ECso = 3.43%), with DE being more toxic than CE for this species.
Associating these ECsp results with the physicochemical profile, it is possible to link the higher
toxicity of DE with the higher turbidity (369 NTU), higher conductivity (391.0 uS/cm), and
lower DO concentration (2.37 mg/L) of this effluent. These results corroborate the data of Melo
et al. [53,60], who also reported higher acute toxicity to D. similis when exposed to effluents
from the hair products industry, whose turbidity ranged from 313 to 5000 NTU.

Another microcrustacean used in the ecotoxicity evaluations of this study was A. salina.
This saltwater microcrustacean is widely used as live food for small fish, which are the main
representatives of secondary consumers in the food chains of marine environments [61,62].
This species of the order Anostraca is considered a good indicator of toxicity due to its short
life cycle (2 to 4 months); high sensitivity to toxic substances; small size (8 to 12 mm for adults);
high adaptability to various test conditions; low cost and rapid response test; and availability of
commercial cysts that can be stored and used for long periods [63,64,65,66,67]. Based on the
results presented here, this bioindicator showed a higher ecotoxicity for DE (LCso = 3.874%)
when compared to CE (LCso = 8.327%). Although the results obtained in this evaluation with
A. salina were, in general, similar to those of D. similis, the latter was more sensitive. Studies
conducted in joint trials with Daphnia sp. and Artemia sp. by de Vega et al. [68] and Favilla et
al. [69] also showed higher sensitivity in Daphnia sp. However, the direct comparison of the
sensitivity of both species should be performed with great caution because there is a difference
in the complexity of these test organisms.

Fish can also be used as bioindicators of toxicity tests. Among the most used fish species
in ecotoxicology is D. rerio, popularly known as zebrafish [70,71,72]. Zebrafish have
characteristics that make them an excellent vertebrate animal model for toxicity assessment,
such as small size; easy maintenance; high reproductive rate; easily observable and quantifiable
behavior; and having about 70% genetic homology with mammals [73,74,75].

The bioassays with D. rerio performed in this study showed higher toxicity to CE
compared to DE. We also observed an increase in toxicity after 144 h of exposure to both
effluents (DE: 24 hpf — LCso = 6.59%; 96 hpf — LCso = 6.59%; 144 hpf — LCso = 6.37% and
CE: 24 hpf — LCso =4.93%; 96 hpf — LCs0 = 3.90%; 144 hpf — LCso = 3.90%). Generally, TiO2-
NP is used in cosmetic products, mainly in the production of pigments [76,77], so the toxicity

observed in this assay may be associated with the presence of these compounds in the studied
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hair dye (see the cosmetics ingredients in Supplementary Material Table S1). There is now a
growing concern about the harmful effects of these nanoparticles, due to their ability to
associate with colloids naturally present in the aquatic environment [77].

In this context, the greater toxicity presented by the CE can be attributed to the
association of TiO2-NP with the organic matter of this effluent, since it presents, in addition to
the components of the dye, ingredients of the shampoo and conditioner. Thus, it is possible to
infer that the association of TiO»>-NP with the components from shampoo and conditioner
increases the toxicological potential of CE. According to Vale et al. [78], TiO2-NP can interact
with molecules of the biotic and abiotic environment of natural systems, generating effects that
remain unknown. Adam et al. [79] warn that the reactivity of TiO>-NP with other elements is
one of the most important processes to understand and predict how these particles are
transported in the environment and what could be their potential effects on organisms.
According to the study developed by Zhu et al. [62], exposure to TiO>-NP resulted in toxic
effects on embryos and larvae of D. rerio, which corroborates the information and discussions
of the present study.

Egg mortality was another endpoint evaluated, and the egg coagulation process was
evident after 144 hpf of exposure to DE (12.5%) and CE (3.125 and 6.25%). Some studies
reinforce that the toxicity of dyes may be a result of the action of TiO2-NP. According to Chen
[80] and Clemente et al. [81], TiO2-NP tend to adhere to the chorion of the egg, forming a white
and black outer layer. This event was also observed in this study (Figure 1c), more intensely
for CE exposure. This uncommon structure may have caused the coagulation of the eggs and
the embryonic development disruption, observed in the highest concentrations of both effluents.

There is evidence that TiO.-NP can adhere to the chorion of the embryo, being absorbed
and evenly distributed across the tissues of the fish, without any tissue specificity [82]. Also,
some studies cite that TiO2-NP toxicity would be caused by dyspnea and hypoxia, resulting
from their adsorption to the surfaces of respiratory organs and subsequent tissue damage
[83,84].

The increase in toxicity, which occurred in a time-dependent manner for both effluents,
can also be attributed to the interaction of TiO2-NP and chorion. Ma and Diamond [85] suggest
that this interaction may interfere with the oxygen transport process and that waste products
may generate reactive oxygen species (ROS). Among the possible changes in redox balance,
TiO2-NP may accelerate the production of hydroxyl radical (-OH), through the reactions of
Fenton and Haber—\Weiss, because it is based on a transition metal. TiO>-NP can also dissociate

into cations, promoting competition with enzymatic factors for the allosteric site of superoxide
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dismutase, causing its inhibition [86,87]. Thus, it is estimated that the production of ROS, over
the exposure time, may cause an oxidative disturbance and, consequently, potentiate the toxicity
of both DE and CE.

In addition, edema of the pericardium and yolk sac was observed after 72 hpf when
exposed to 6.25% of DE. According to the literature, edema is characterized as an abnormal
accumulation of fluid in any tissue of the body [88]. The appearance of pericardial edema may
be associated with cardiac dysfunction, acting as an indicator of osmotic or metabolic
dysfunction, which is often correlated with the extravasation of endothelial vessels [89,90].

Verma et al. [91] found morphological and anatomical changes in zebrafish when the
animals were treated with lower (50 pg mL—1) and higher (250 pg mL—1) concentrations of
TiOz. In addition, the authors also observed the presence of abnormalities, such as deformation
of the chorion and yolk sac at 48 hpf, whereas flexed tails, notochord malformation, and
abnormal heart development were identified at 96 hpf. These effects were related to the
accumulation of TiO2-NP in the different tissues of the animals [91]. In their review work,
Roberto and Christofoletti [92] point out additional studies regarding the possible effects of
TiO2-NP on chordate animals, such as D. rerio, Pimephales promelas, and Xenopus laevis.

Therefore, the endpoints adopted in the environmental toxicity tests presented in this
work clearly demonstrate that the effluents containing hair dyes induced significant losses in
the three test organisms. Although the effects varied among the bioindicators, the effluents
containing capillary dyes acted on multiple targets, which suggests that they could compromise

the population dynamics of aquatic ecosystems.

5. CONCLUSIONS

Considering all of the results reported here, we can conclude that the effluents generated
in beauty salons after the use of hair dye (in this case, the brown color), associated or not with
shampoo and conditioner, present high toxic potential concerning the aquatic biota as they
induced deleterious effects to all studied organisms (Daphnia similis, Artemia salina, and
Danio rerio).

Among the species used in the present study, D. similis was the one with the highest
sensitivity, followed by A. salina and D. rerio. Although it was possible to determine and
differentiate the toxic sensitivities of each indicator, the tests performed with D. rerio allowed
a slightly better understanding of the effects of hair dye effluents. However, additional studies
are still needed to elucidate the possible mechanisms of action of these compounds on each of

the organisms tested.
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The ecotoxicological evaluation proposed here was developed through tests performed
with organisms of different taxonomic groups and trophic levels, to simulate, in a simplified
way, the impacts that hairdressing salon effluents promote in aquatic ecosystems when released
into the environment. Our results are corroborated by other toxicity studies performed with hair
dyes, so it can be concluded that this class of effluent must receive specific prior treatment
before being discarded in the environment. This study also provides support and highlights the
need to create water ethics policies, especially concerning emerging contaminants from

cosmetics, whose disposal is not yet regulated.
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6. CONCLUSOES GERAIS
De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, podemos concluir que:

> Os ensaios realizados com Allium cepa revelaram que o tratamento EC-NF induziu
diferenca significativa do IM, para a concentracdo D1 (50,0%), enquanto que nenhum dos
tratamentos EC-F induziu este tipo de alteracdo. Os tratamentos ET-NF e ET-F, nas diluicdes
D1 (50,0%) e D3 (12,5%), induziram alteracdes para este parametro;

> Quanto ao 1Gen, o tratamento EC-NF, dilui¢cdes D1 50,0%) e D3 (12,5%, foi genotoxico
para A. cepa, enquanto que apenas a diluicdo D1 (50,0%) do EC-F apresentou esse tipo de
toxicidade. Para o tratamento com ET-F, todas as diluicdes (D1 50,0%, D3 12,5% e D5
3,125%), induziram diferencas significativas de 1Gen, enquanto que, apenas as diluicdes D1
(50,0%) e D3 (12,5%) do tratamento ET-F, induziram essas alteragdes;

> A genotoxicidade observada sugere acdo aneugénica e pode estar relacionada com a
presenca de compostos presentes no cosmético estudado, como as nanoparticulas de TiOz e 0s

compostos tensoativos;

> Os resultados para IMut, avaliados em células F1 de A. cepa, demonstram que nenhuma
das diluicdes testadas (D1, D3 e D5) induziu formacdo de micronucleo, portanto néo
apresentaram efeitos mutagénicos para esse bioindicador, independentemente do tratamento
realizado (ET-NF; ET-F; EC-NF e EC-F);

> Os ensaios realizados com Lactuca sativa, relacionados a determinacdo das taxas de
germinacdo, indicaram que todos os tratamentos (ET-NF; ET-F; EC-NF e EC-F) em todas as
concentracdes testadas (D0=100,0%; D1=50,0%; D2=25,0%; D3=12,5%; D4=6,25% e
D5=3,125%) interferiram na taxa de germinacdo. Quanto aos resultados obtidos para o
crescimento de raiz, todas os tratamentos (EC-NF; EC-F; ET-NF) apresentaram fitotoxicidade
para este bioindicador. O mesmo resultado foi observado para os tratamentos realizados com
as amostras do ET-F, exceto para D5 (3,125%);

> A diminuicdo nas taxas de crescimento pode estar relacionada com a presenca de
elementos fitotoxicos dos cosméticos, como TiOz. Os resultados de taxa de germinagéo também
foram utilizados para a construcdo da curva de regressdo, necessaria para determinacdo da
concentragdo inibitéria de 50% da germinagéo das sementes (ICso). Para 0 EC-NF, foi possivel
encontrar um ICso estimado em 63,14%, enquanto para EC-F, o valor foi estimado em 65,05%.
Ja em relacéo ao tratamento ET-NF, foi verificado um valor de ICso de 73,59%, enquanto para
0 ET-F, este valor foi maior, equivalente a 90,28%. Deste modo, foi verificado que os efluentes

contaminados com residuos da tintura capilar castanha, associada ou ndo com xampu e
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condicionador, apresentaram fitotoxicidade. Comparando-se 0s processos de filtracdo, foi
possivel inferir que efeito fitotoxico foi menos expressivo para as amostras que foram
submetidas ao filtro de PVDF, ao invés de papel filtro qualitativo;

> Os ensaios de viabilidade celular com o MTT, realizados com cultura de células
humanas (HepG2/C3A), demonstraram que as amostras 1 (100,0%) e 2 (50,0%) do EC e 1
(100,0%), 2 (50,0%) e 3 (25,0%) do ET induziram citotoxicidade. Ja para o teste de excluséo

do Azul de Tripan, foi verificado que apenas a amostra 1 (100,0%) do ET foi citotdxica;

> De forma geral, foi constatado que as taxas de viabilidade celular foram, relativamente,
menores para o0 teste do MTT, quando comparadas com os resultados do teste do Azul de
Tripan. Deste modo, € possivel inferir que os danos mitocondriais foram superiores aqueles
causados na membrana plasmética. Porém, para ambos os testes, foi possivel evidenciar
relagcbes dose-resposta, que pode ser comprovada pelo aumento da citotoxicidade observada
para as amostras mais concentradas, caracterizando uma relacdo de toxicidade diretamente

proporcional a concentracao.

> Os resultados do ensaio do cometa, realizado com células HepG2/C3A, evidenciam que
todas as concentracdes do EC e do ET induziram fragmentacdo do DNA. Pela avaliacdo do
parametro intensidade da cauda do cometa, foi possivel estabelecer uma relacdo dose-resposta,
diretamente proporcional entre a concentracdo do efluente e a fragmentacdo do DNA, ou seja,
guanto maior a concentragdo, mais intensos foram os danos observados. Entretanto, o EC
apresentou maior potencial genotoxico e menor citotoxicidade, quando comparado ao ET, isto
é, apesar do EC ndo causar grande comprometimento a integridade da membrana celular ou a
atividade mitocondrial, este efluente ainda foi capaz de ocasionar danos severos ao material
genético. Sendo assim, € possivel afirmar que a combinacdo de xampu, condicionador e tintura
capilar resulta em uma mistura complexa, que apresenta um alto potencial genotdxico para a
linhagem celular estudada (HepG2/ C3A). Porém, as interacGes que ocorrem entre esses
compostos envolvem mecanismos ainda ndo elucidados, que precisam ser mais investigados;

> O teste do MN com bloqueio de citocinese demonstrou auséncia de danos para todas as
concentragOes e tratamentos realizados (EC e ET). Neste ensaio também foi evidenciado o
potencial citotoxico para todos os tratamentos de ambos os efluentes (ET e EC), comprovado
potencial este provocaram pela diminuicdo do Indice de Proliferacio com Bloqueio de
Citocinese (IPBC) e do indice de Replicacio (IR). Comparado ao ET, o EC apresentou taxas

mais baixas associadas ao aumento da atividade citostatica. Acredita-se que esta alta atividade
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citostatica possa contribuir para o aprisionamento do ciclo celular, inibindo a fixa¢do de danos
e, consequentemente, determinando a auséncia frequéncias significativas de MN;

> Os bioensaios realizados com 0s organismos aquéticos demonstraram um alto potencial
toxico dos efluentes, para a biota deste ecossistema. Foram evidenciados efeitos deletérios em
todos os organismos estudados: Daphnia similis (CEso de 0,54% para ET e 3,437% para EC);
Artemia salina (CLso de 3,874% para ET e 8,327% para EC); e Danio rerio (ET: 24 hpf — CLso
=6,59%; 96 hpf — CLso = 6,59%; 144 hpf — CLso = 6,37% and EC: 24 hpf — CLso = 4,93%; 96
hpf — CLso = 3,90%; 144 hpf — CLso = 3,90%). Dentre as espécies estudadas, D. similis
apresentou a maior sensibilidade, seguida por A. salina e D. rerio. Apesar de se determinar a
variacdo da toxicidade, conforme o bioindicador, ainda sdo necessarios estudos
complementares para se elucidar os possiveis mecanismos de acdo destes compostos sobre cada

um desses organismo-teste;

> A analise ecotoxicologica realizada neste estudo, que englobou organismos de
diferentes grupos taxonémicos, faz uma alusdo aos possiveis impactos que os efluentes de
saldes de beleza podem promover em um ecossistema aquatico com niveis troficos distintos.
Diante de todos esses resultados, pode-se concluir que o EC e o ET podem causar danos aos

ecossistemas, bem como danos a salide humana;

> Dessa forma, o presente estudo traz um conhecimento adicional sobre os possiveis
impactos que os efluentes de saldes de beleza podem promover nos ecossistemas aquaticos,
terrestres e a salde humana, cujos dados obtidos podem servir de subsidios para o
estabelecimento de normas de tratamentos prévios desses efluentes, antes dos mesmos serem

descartados no ambiente;

> O estudo traz dados que podem ser usados para a melhoria das condi¢6es ambientais e,
consequentemente, para a manutencdo da integridade dos ecossistemas. Esses dados alertam
ainda sobre a necessidade de aplicacdo de metas de despoluicdo e conservacdo ambiental, que
atendem aos propositos da agenda 2030 da ONU;

> Ainda, por ameacar a manutencdo da Sadde Unica, este estudo d& subsidios para a
criagdo de politicas de protecdo dos ecossistemas aquaticos, principalmente em relacdo aos
contaminantes emergentes provenientes de cosméticos e produtos de cuidado pessoal, cujo
descarte ndo é ainda regulamentado. Além disso, os resultados evidenciam e alertam a
necessidade de mais estudos de biomonitoramento e elucidacdo de mecanismos de a¢do deste

tipo de contaminacéo.
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