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RESUMO

ZANONILT.B. Avaliagdo do perfil de citotoxicidade, mutagenicidade e genotoxicidade dos
corantes Basic Red 51, Basic Yellow 57 e P-Fenilenodiamina usados na tintura de cabelo em
células da pele. 2014. 168f. Tese (Doutorado), Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2014.

O processo de coloragdo de cabelos ¢ um dos métodos de tintura mais antigos. No século
XIX, iniciou-se a producdo de corantes sintéticos, a partir do desenvolvimento da p-
fenilenodiamina (PPD). Os corantes de cabelo sdo classificados de acordo com seu
mecanismo de agdo. Os corantes permanentes sdo classificados por mecanismos oxidativos,
enquanto os corantes diretos colorem a fibra capilar por mecanismos ndo oxidativos. A
investigacdo sobre os possiveis danos & satde humana, que podem ser resultantes da
exposicdo de corantes de cabelos, tém sido um tema de enorme desafio para a comunidade
cientifica. Particularmente, devido a enorme discrepancia dos estudos epidemioldgicos e
estudos que empregam metodologias in vitro. Neste trabalho, foram investigadas a capacidade
citotoxica de um composto representante de cada classe de tinturas de cabelo, um corante
temporario (Basic Yellow 57 (BY57), um semi-temporario (Basic Red 51(BR51) e um
ingrediente permanente p-fenilinodiamina (PPD) em linhagens de células de pele humana. As
linhagens normais da pele humana estudadas foram os queratindcitos imortalizados humanos
(HaCaT) e fibroblastos primarios, utilizou-se também melanoma SK-Mel-103.
Posteriormente, ap s caracterizagdo do corante mais toxico, foi investigado o tipo de morte
celular, as possiveis alteracdes destes compostos no ciclo celular, a capacidade de geracdao de
espécies reativas de oxigénio (EROs) e aplicagdo em cultura tridimensional de pele artificial.
Posteriormente, foi avaliada a capacidade de cada corante em induzir estresse oxidativo em
queratindcitos humanos (HaCaT), que sdo a primeira via de exposi¢do de corantes de cabelos.
Em seguida, o corante elegido mais toxico foi aplicado em pele humana provenientes de
cirurgia. Finalmente, o potencial de mutagenicidade dos corantes BY57 e BRS51 foram
avaliados.

Palavras - chave: Corantes de cabelo, HaCaT, EROs, Citotoxicidade, Mutagenicidade,
Genotoxicidade, Pele artificial.
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1INTRODUCAO

A aplicacdao de corantes nos mais diversos setores € uma técnica bastante incorporada
no dia a dia, sendo que o consumo global de corantes e pigmentos sdo de aproximadamente
7x10° toneladas por ano (BANAT et al., 1996; ROBINSON et al., 2001).

Dentro deste contexto, o uso de substancias quimicas para a modificagdo da cor dos
cabelos tem grande destaque e remonta a Antiguidade. Registros indicam que ha cerca de
4000 anos atras diversas civilizagdes como as Egipcias, Gregas, Persas, Chinesas e Indianas ja
faziam uso de corantes de cabelos. Nessa €poca, esses compostos eram extraidos do reino
vegetal e animal. Mumias com cabelos tingidos com henna (origem vegetal) foram
encontradas no Egito (NOHYNEK et al., 2004), enquanto mulheres Romanas realizavam o
clareamento dos cabelos a partir da aplicacdo de soda caustica seguida de exposi¢do ao sol
(GOMES, 1999).

Em 1863, o desenvolvimento da industria de corantes de cabelos sintéticos iniciou-se
quando Dr. August Wilhelm von Hofmann descobriu a propriedade da p-fenilenodiamina
(PPD) em conferir tons marrons aos cabelos. Atualmente, a maioria dos corantes e pigmentos
utilizados em tinturas de cabelos ¢ de origem sintética, sendo que a PPD ¢ a substancia mais
empregada em formulagdes de tinturas de cabelos e ainda domina o mercado (BOUILLON;
WILKINSON, 2005). O uso do perdxido de hidrogénio (H,O,) na descoloragio da fibra
capilar iniciou-se em 1867, esse composto ainda ¢ frequentemente utilizado por industrias
quimicas, no desenvolvimento de tinturas de cabelos permanentes (CORBETT, 1998).

Atualmente, milhdes de pessoas no mundo tingem os cabelos. Estima-se que entre 50
e 80% das mulheres ao redor do mundo tenham feito uso de corantes de cabelos pelo menos
uma vez na vida (IARC, 2010). Nos E.U. A e na Europa, cerca de 33% das mulheres acima de
18 anos e mais de 10% dos homens acima dos 40 anos colorem seus cabelos (SCARPI et al.,
1998; ANDREW et al., 2004; GOSH et al., 2008). No Brasil, 26% da populagdo adulta
utilizam tintura para o cabelo, das quais 85 % sdo mulheres e 15 % sdo homens
(INSTUTUTO NACIONAL DE METROLOGIA, 2013).

Para atender a demanda deste mercado em ampla expansdo, altos investimentos sao
realizados com a finalidade de aumentar a oferta de cores e a cada ano, centenas de novos
compostos coloridos sdao lancadas no mercado (BOUILLON; WILKINSON, 2005;
ROBBINS, 2012).
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1.1 Estrutura do cabelo Humano

Um adulto possui entre 100.000 a 150.000 fios de cabelo e o processo de formagao do
cabelo ¢ semelhante ao crescimento da pele, ou seja, as células basais do foliculo se
diferenciam, produzindo a fibra capilar que se estende do foliculo piloso para a derme,
epiderme e estrato corneo (ROBBINS, 2012). O crescimento dos cabelos no couro cabeludo
cria uma barreira fisica, que tem como fungdes a protegdo mecanica do cranio, isolamento
térmico, além da protecdo contra inimeros toxicantes ambientais (ZVIAK, 1986).

O cabelo humano ¢ composto por cerca de 80% de proteinas, principalmente a alfa-
queratina que, dependendo do tipo de cabelo, pode corresponder entre 65 a 95% de sua massa.
Essa proteina estd disposta em cadeias polipeptidicas helicoidais e ¢ formada por elevada
propor¢do de cisteina, estabilizada por ligacdes de dissulfeto, ligagdes de hidrogénio e
interagdes de van der Walls (FEUGHELM AN, 1997; SWIFT, 1999; BOLDUC; SHAPIRO,
2001; SCHUELLER; ROM ANOWSKI, 2005).

A matriz do cabelo ¢ organizada por trés hélices torcidas e montadas por ligacdes de
hidrogénio e pontes de enxofre, entre outros aminoacidos. Os pigmentos de melanina
determinam a coloragdo natural do cabelo, enquanto a cuticula envolve o cortex em
aproximadamente 6-10 camadas (ARNAUD; BORE, 1981). A estrutura do cabelo é composta
por trés estruturas principais: a Cuticula, o Coértex e a Medula (ROBBINS, 2012), como

ilustra a Figural.
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Figura 1. Estrutura do cabelo humano. A cuticula compreende a parte mais externa do fio € o
cortex localiza-se entre a medula e a cuticula (OLIVEIRA et al., aceito para publicagdo).

- Cuticula

A cuticula compreende a parte mais externa do cabelo e confere resisténcia e forca a
fibra capilar, além disso, ela controla a entrada e saida de agua do fio. As células que
constituem a cuticula possuem entre 5 e 10 micrometros de largura e 50 micrometro de
comprimento e sao separadas por uma forte camada adesiva denominada membrana de matriz
celular (MMC). As cuticulas envolvem o cortex em entre 6 e 10 camadas, aproximadamente

(ARNAUD; BORE, 1981).

- Cortex

O cortex ¢ o maior constituinte da fibra capilar. Ele ¢ envolto pela cuticula, e compode
cerca de 90% do peso do cabelo. No citoplasma das células do cortex encontram-se os
filamentos intermedidrios de queratina. O cortex ¢ formado por células alongadas e
fortemente aderidas entre si, paralelas ao axis da fibra, denominadas células corticais. Essas
células sdo compostas por microfibrilas, as quais sao constituidas por proteinas alfa-helicais.
As microfibrilas compreendem cerca de 60% do peso total do cortex e apresentam-se na

forma espiral. A queratina presente nas microfibrilas determina as propriedades mecénicas da
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fibra, como resisténcia e elasticidade (SCHUELLER; ROM ANOWSKI, 2005; ZAHN, 2002).
Essa proteina ¢ formada pela combinacdo de 18 aminoécidos, sendo o mais abundante a
cisteina.

S3o no cortex que sdo encontradas as melaninas responsaveis pela pigmentagdo dos
cabelos (FORMANEK et al.,, 2006; WOLFRAM, 2013). A interrupgao da produgdo de

melanina resulta na formagao dos cabelos brancos. Esse processo ¢ originado pela inibigao da
tirosinase (PEREIRA, 2001).

- Medula

A medula corresponde a parte mais interna da estrutura do cabelo humano e se
apresenta como uma camada fina e cilindrica, com didmetro de aproximadamente entre 5 e 10
micrometros (FORMANEK et al. 2006). Essa estrutura ¢ formada principalmente por
lipideos, sendo pobre em cisteina, mas rica em citrulina. Uma camada de MMC separa a

medula do cortex (KREPLA et al., 2001).

1.2 Classificagao das col oragdes e ingredientes usados em tinturas de cabel o

A coloragdo dos fios ¢ utilizada por mulheres e homens que buscam alterar a cor
natural do cabelo, por inimeras razoes, seja para esconder cabelos grisalhos, por modismo e
para expressar a personalidade (HARRINSON; SINCLAIR, 2004; BOLDUC; SHAPIRO,
2001).

As tinturas de cabelos sdo classificadas de acordo com o modo de fixagdo na fibra
capilar, que pode ocorrer por mecanismos oxidativos ou ndo oxidativos. No primeiro, ocorrem
reacdes oxidativas entre compostos intermediarios e agentes precursores, resultando na
coloracdo permanente. J4 os mecanismos nao oxidativos compreendem os corantes de cabelos
diretos, que independem de reagdes oxidativas, como as coloragdes semi-permanente e

temporaria (CHISVERT; SALVADOR, 2007).
1.2.1 Coloragdo permanente
E o tipo de coloragio mais utilizada mundialmente, responséavel por aproximadamente

80% de todos os procedimentos. Neste tipo de coloragdo nao sdo empregados corantes diretos,

mas sim ingredientes capazes de reagir entre si, modificando a cor da fibra do cabelo a partir
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de reagdes oxidativas, que ocorrem internamente na fibra. Ou seja, a metodologia envolve a
mistura de diferentes precursores e aditivos para o desenvolvimento da cor (Figura. 2B).
Inicialmente os cabelos sdao tratados com um agente alcalino (amonia, monoetanolamina,
aminometilpropanol) que fazem a abertura da cuticula facilitando a difusdo do processo de
coloracdo na estrutura interna do cabelo. Em seguida, dentro da fibra do cabelo, o
intermedidrio primario, geralmente p-aminofendis ou p-diaminas (ex: p-fenilenodiamina
[PPD] e para-toluenodiamina) ¢ oxidado pelo peréxido de hidrogénio (H,0,) formando um
composto imino reativo (p-benzoquinonas iminas ou diiminas). Esse composto formado reage
dentro da fibra de cabelo com um acoplador (ex: resorcinol ou maminofenol) formando um
corante leuco (incolor), que ap6s etapas seguidas de oxidagcdo formam um composto colorido
(Figura 2A). Entretanto, o intermediario primario pode reagr diretamente com o H,0O,
formando o composto mutagénico denominado Base de Bandrowski's (BROWN; CORBETT,
1979; CORBETT, 1984).

Diferentes tonalidades de cor nos cabelos sdo obtidas a partir de variagdes na
concentra¢do dos ingredientes descritos acima (NOHYNEK et al., 2010; CORBETT, 1998).
O H,;0, ¢ empregado em diferentes graduacdes (20 e 30 volumes) e tem como finalidade
oxidar os intermedidrios primarios e catalisar a reacdo destes com os acopladores. Esta reagdo
resulta em moléculas coloridas de tamanho elevado que sdo impedidas de sair do cortex do
cabelo. Os acopladores nao produzem cor quando oxidados sozinhos, mas sdo utilizados para
atingir a cor e¢ a tonalidade desejada (SHANSKY, 2007; PINHEIRO et al., 2002;
WOLFRAM, 2001; BROWN, 1997).

As tinturas permanentes deverao permanecer em contato com o cabelo por cerca de 40
minutos (HARRISON; SINCLAIR, 2002). Muitos fatores podem influenciara intensidade e
tonalidade da coloragdo, como, a propor¢do do agente intermedidrio e do perdxido de
hidrogénio, além da diluicdo adequada e o tempo de contato com o cabelo (SHANSKY,

2007).
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Figura 2. (A) A interagdo entre os ingredientes utilizados em tinturas de cabelos que ocorre
dentro da fibra capilar, colorindo permanentemente o fio. Como exemplo de precursor foi
utilizado a p-Fenilenodiamina (PPD), estudada neste trabalho. (B) Exemplo de reacdes que

ocorrem durante a coloragdo permanente dos cabelos.
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1.2.2 Col oracao semi-permanente

Neste caso, sdo usados corantes de baixo peso molecular e altamente soltveis, o que
facilita a permeagdo do composto na cuticula capilar. Sio compostos da familia dos acidos ou
corantes diretos e ostentam em sua estrutura principalmente grupos azo e grupos nitro. A
Figura 3 ilustra a representagdo deste tipo de coloragdo, utilizando como exemplo o corante
Basic Red 51 (BR51), estudado neste trabalho.

Esses corantes permanecem ancorados na fibra proteica interna por fracas pontes de
Van der Walls, ndo ocorrendo clareamento. Seu uso ¢ indicado para a cobertura de cabelos
brancos e para aumentar o brilho natural do cabelo, e tem duracdo ¢ de cerca de 6 lavagens

(CHISVERT; SALVADOR, 2007; LADEM ANN, et al 2008).
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Figura 3. Representacdo da coloragdo semi-permanente, utilizando o corante Basic Red 51
(BR51), estudado neste trabalho, como exemplo.

1.2.3 Coloracéo temporéria

Sao coloracdes faceis de serem aplicadas, porém a cor ¢ eliminada logo nas primeiras
lavagens. Geralmente sdo utilizado corante do tipo basico (M ASUKAWA et al., 2006), como
o corante Basic Yellow 57 (BY57), estudado neste trabalho.
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Esses compostos sdo temporariamente depositados na estrutura externa do cabelo por
forgas 16nicas (ROBBINS, 2002), nao ocorrendo difusdo na estrutura interna dos cabelos e

nenhuma mudanga na cuticula (Figura 4).
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Figura 4. Representagdo esquematica da coloragdo temporaria, utilizando o corante Basic
Yellow 57 como exemplo.

1.3 Constituicdo da pele humana

A pele humana ¢é o 6rgdo mais extenso do corpo que recebe cerca de um terco da
circulacdo sanguinea (KIELHORN et al., 2006; KANITAKIS, 2002; JAIN, 2001). Este 6rgdo
¢ uma fronteira ativa entre o organismo € o ambiente externo, constituindo a primeira linha de
defesa contra agressdes externas, como poluentes ambientais, radiagdo ultravioleta (U.V) e
microrganismos (BOUWSTRA et al., 2003).

A pele humana ¢ constituida por duas camadas, a epiderme (camada superior) e derme
(camada inferior) (Figura 5). Abaixo da derme, encontra-se a hipoderme, composta por tecido

subcutaneo adip 0so.



Introdugdo | 10

Labd Helied 5 I TP e RN EHIEEH 1H
., -
s - '_'
T
L
T
R
|:|:I|': Enme
Froreb we.a
.HH,\
1
Mere-o
T d= w nn-
H pod:-rme

[Ty PR TY L T}

Figura5: Representagdo esquematica da pele (Fonte: Adaptado de BROHEM et al., 2010).

A epiderme ¢ um epitélio estratificado avascular que mantem contato direto com o
ambiente externo. O principal tipo celular que compde esta camada sdo os queratindcitos que
se encontram dispostos em subcamadas ou estratos da epiderme e apresentam-se em
diferentes fases de maturacao (LEPORI, 2002; JENSEN; PROKSCH, 2010; KHIELHORN et
al., 2006;). No estrato germinativo da epiderme, encontram-se 0s queratindcitos
metabolicamente ativos e pouco diferenciados que sdo capazes de migrar para as camadas
superiores aonde vao se diferenciando e mudando suas caracteristicas iniciais passando da
forma arredondada para forma achatada. A ascensdo ao estrato granuloso faz com que as
células junto da camada basal produzam granulos lamelares e organelas intracelulares que
posteriormente se fundem com a membrana da célula liberando lipideos, formando a barreira
de protecio da pele (LEPORI, 2002; KHIELHORN et al., 2006). O estrato mais externo é
denominado estrato corneo, este representa o estagio final da diferenciacdo dos queratinocitos,
os chamados “cornedcitos” (queratindcitos mortos) (LEPORI, 2002; KHIELHORN et al.,
2006; AJANI et al., 2007, WIEDERSBERG et al., 2008). Além dos queratindcitos, na
epiderme estdo localizadas as células de Langerhans e os melandcitos. As células de

Langerhans realizam o controle imune na pele humana (LEONARDI, 2008). Os melanocitos
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que se localizam na membrana basal, sdo os produtores de melanina, o principal pigmento da
pele humana responsavel pela coloragdo e protecao contra radiagdo UV do tipo A ¢ B. A
derme ¢ um tecido conjuntivo especializado com caracteristicas de matrix fibrosa, constituido
principalmente por fibroblastos, que sdo células especializadas responsaveis pela sintese de
colageno e elastina. Na derme encontram-se os foliculos do pelo, vasos sanguineos, vasos
linfaticos, glandulas sudoriparas e os nervos sensoriais. A derme fornece nutrientes para a
epiderme (WIEDERSBERG et al., 2008) atuando também como uma barreira contra infe¢oes,
além de ser responsavel pelo armazenamento de 4gua (KHIELHORN et al., 2006).

A permeagdo de substancias pela pele ocorre por difusdo passiva pela epiderme intacta
ou pelos foliculos pilosos. Sendo que o foliculo piloso ¢ considerado a principal porta de
entrada na pele e possui papel fundamental na absor¢do de toxicantes, facilitando o transporte
de agentes externos até a derme. Ainda, por coeficiente de particdo, os toxicantes seriam
capazes de permear os cornedcitos sendo carreados até a derme. Outra teoria é que os
toxicantes seriam capazes de contornar os corneocito nas regides ricas em lipideos
extracelulares, sendo livremente transportadas podendo atingir a derme (SUHONEN et al.,
1999; ANSEL et al., 2000 HADGRAFT, 2001; LEONARDI, 2008)

Nos ultimos anos, estudos considerando a permeagdo via foliculo piloso se tornaram
de grande interesse (TOLL et al., 2004; AMOH et al., 2004; LAMPEM 2003). Lademann et
al., (2008) demonstraram que apds processo de tingimento com corante semi-permanente,
mesmo apos a lavagem dos cabelos, foram encontrados vestigios do corante no foliculo, que

poderia favorecer a absor¢do dos compostos.

1.4 Toxicidade dos corantes e ingredientes utilizados em tinturas de cabelo

O uso de tinturas capilares ocorre a partir do desejo de modificar e melhorar a
aparéncia fisica. No entanto, esse ¢ um processo bastante complexo e envolve multiplos
ingredientes que exercem diversas fungdes. Apos um processo rotineiro de tintura de cabelos,
o consumidor entra em contato com diferentes substancias quimicas com as mais diversas
caracteristicas.

Até a década de 1960, acreditavam-se que esses produtos aplicados topicamente
permaneciam apenas na pele e, desta forma, apenas efeitos locais eram considerados antes da
liberagdo para o mercado consumidor. Porém, estudos mais recentes tém mostrado que alguns
ingredientes de cosméticos podem ser absorvidos, levando a efeitos sistémicos nos

organismos expostos (CORBETT, 1999; NOHYNEK et al., 2010). Por isso, os possiveis
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efeitos toxicos decorrentes da exposicdo da populacdo a produtos cosméticos vém sendo
reavaliados por diversos autores, utilizando ensaios toxicologicos mais modernos
(NOHYNEK et al., 2010).

O risco de efeitos toxicos decorrentes do uso de cosméticos deve ser avaliado levando-
se em consideragdo o seu modo de aplicagdo, tempo de contato, area de superficie de
aplicacdo, composi¢cdo da formulacdo, além da importancia de outras caracteristicas como a
permeacgdo e dados toxicologicos (BRASIL, 2004). Uma estratégia para a avaliacdo do risco e
a seguranca do uso de tinturas de cabelos envolve a realizacdo de ensaios de toxicidade aguda,
subcronica, além da investigacdo de irritagdo e sensibilizacdo dérmica, absor¢do percutanea,
genotoxicidade e carcinogenicidade para as formulagdes e seus precursores isolados e/ou
combinados. (NOHYNEK et al., 2004; PLATZEK, 2007). No Brasil, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) ¢ responsdvel pela autorizagdo de comercializagdo de
produtos cosméticos, por meio de notificagdo e registros, além de fiscalizar as empresas
fabricantes, verificando o processo de producdo, as técnicas e os métodos empregados até o
consumo final (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA a, 2013). De acordo
com a Agéncia, antes de um produto ser langado no mercado, a seguranca deve ser avaliada
pelo proprio fabricante ou importador por meio de diversos ensaios toxicologicos como:
toxicidade sistémica aguda; corrosividade e irritacdo dérmica; sensibilizagdo cutanea;
absorcdo/penetracdo  cutanea; mutagenicidade/genotoxicidade; toxicidade subaguda e
subcronica; irritagdo ocular; irritacdo de mucosas; efeitos toxicos induzidos pela radiagio UV
(fototoxicidade, genotoxicidade, fotoalergia,  carcinogenicidade,  toxicidade  do
desenvolvimento e reprodutiva (teratogenicidade) e toxicocinética e toxicodinamica
(AGENCIA NACINAL DE VIGILANCIA SANITARIA a, 2013).

Uma das grandes preocupagdes em relagdo a seguranga das tinturas ¢ em relagdo a
presenca de aminas aromaticas em algumas formulacdes ou formadas indiretamente devido ao
complexo processo de degradacdo dos corantes do tipo azo (AMES et al., 1975; GOLKA et
al., 2004). Esses corantes sdo caracterizados pela presenca de um ou mais grupamentos (-
N=N-) ligados a sistemas aromaticos (KUNZ et al., 2002) e a clivagem deste grupamento azo
pode resultar na liberagdo das aminas. Esse processo pode ocorrer a partir de reagcdes de
oxidagdo (ZANONI et al., 2013) ou por reagdes de reducdo (LIZIER et al., 2012). Grande
parte das aminas aromaticas sdo compostos biologicamente ativos e podem ser absorvidos
percutaneamente, podendo ser toéxicas aos mamiferos (NOHYNEK et al., 2004) por

apresentar propriedades mutagénicas e/ou carcinogénicas (KIRKLAND et al., 2005).
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Na década de 70, Ames et al., (1975) relataram que mais de 90% dos ingredientes
utilizados em tinturas de cabelo eram mutagénicos. Desde entdo, diversos estudos
epidemioldgicos foram realizados com a finalidade de definir o risco real da exposi¢do a essas
substancias, no entanto, os resultados s3o bastante controversos. (CZENE et al., 2003;
NOHYNEK et al., 2004; BOLT; GOLKA, 2007; GOLKA et al., 2008)

Alguns ingredientes empregados em tinturas permanentes tais como a PPD, o tolueno-
2,5-diamina (PTD) e o resorcinol foram descritos como substancias altamente sensibilizantes
para a pele humana, capazes de induzir a alergia de contato (SCCNFP/0129/99; NOHYNEK
et al 2004; SOSTED et al., 2004; SEO et al., 2012). Um estudo recente indicou que alguns
dos ingredientes frequentemente empregados em tinturas permanentes, tais como, o H,O, e a
monoetanolamina (M EA) foram responsaveis pelo desenvolvimento de dermatite de contato e
pela perda de pelos em ratos (SEO, et al., 2012).

Em 2006, a PPD foi classificada pela Sociedade Americana de Alergia de contato
como o “alérgeno de contato do ano”. Na Alemanha e Franca essa substancia foi banida entre
1906 a 1980, e novamente liberada na Europa posteriormente, sendo um dos precursores mais
utilizados nas tinturas permanentes. Hoje, ¢ conhecido que a exposicdo aguda humana a PPD
pode causar graves tipos de dermatites, irritagdo nos olhos, asma, gastrite, insuficiéncia renal,
vertigem, tremores, convulsdes e coma em seres humanos (U.S. ENVIROMENTAL
PROTECTION AGENCY, 1985; De LEO; 2006) e por isso ela merece especial atencao.

Estudos epidemioldgicos baseados em toxicologia genética demonstraram que a
exposicdo ocupacional a tinturas de cabelo causou um aumento na frequéncia de aberracdes
cromossdmicas (HOFER; BORNATOWICZ, 1983; SARDAS et al., 1997).

Galioette et al (2008), utilizando o ensaio do Cometa, verificaram que os cabeleireiros
expostos aos corantes de cabelo apresentaram maior frequéncia de quebra de DNA quando
comparados ao grupo controle que ndo sofreu exp osi¢ao.

Gago Dominguez, et al. (2001() associaram o risco de desenvolvimento de cancer de
bexiga com a exposi¢do ocupacional a corante de cabelos permanentes. Apesar de raros, testes
de genotoxicidade tém mostrado resultados positivos para alguns corantes de cabelo e seus
ingredientes (KALOPISSIS, 1988; GAYLOR et al 1995), bem como para seus precursores
(LYNCH et al, 1998). Entre os anos de 1992 e 2005, trinta e um artigos foram publicados
associando PPD a incidéncia de cancer, como linfoma ndo-Hodgkins, mieloma multiplo,
leucemia aguda e cancer de bexiga (ROLLINSON et al, 2006).

Além disto, alguns autores tém demonstrado que alguns ingredientes utilizados em

tinturas de cabelos podem agir como desreguladores endocrinos (LYNCH et al., 2002).
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Considerando esses e outros estudos que mostravam os potenciais toxicos de tinturas
capilares, a Unido Europeia decidiu adotar novas estratégias para garantir uma avaliacdo mais
precisa e segura frente a exposicdo desses compostos (SCCP/0959/05). Sendo assim, desde
2006, o uso de 22 corantes de cabelos foram banidos por terem sido considerados nao
Seguros.

Por outro lado, os dados que relacionam os efeitos carcinogénicos de ingredientes de
tinturas ainda sdao bastante discrepantes. HELZLSOUER et al., (2007), apds revisao da
literatura chegaram a conclusdo que ndo existem dados consistentes que retratem o real risco
do desenvolvimento de cancer a partir da exposicdo aos corantes de cabelos. Em 2007,
PLATZEC et al., apontaram que os resultados dos estudos que avaliam a genotoxicidade dos
precursores das tinturas de cabelos nao sdo conclusivos, sugerindo a necessidade de novos
estudos que avaliem o potencial genotdxico e sensibilizante das tinturas.

Estudos epidemioldgicos que investigam a associagdo entre exposi¢do a corante de
cabelo e o cancer de bexiga forneceram resultados ainda considerados inconclusivos
(HENNEKENS et al., 1979; HOWE et al., 1980; NAJEM et al., 1982; OHNO et al 1985;
NOMURA et al 1989; KOGEVINAS et al.,, 2006; GAGO DOMINGUEZ et al, 2001a;
SILVERM ANS et al, 2005).

Segundo Gago-Dominguez et al., (2001a) o uso de corantes semi-permanente e
temporarios ndo demonstrou relagdio com o aumento da incidéncia de cancer de bexiga para
ambos 0s sexos, mas pode estar associada a um aumento de 30% de aumento na incidéncia de
cancer de mama (GAGO-DOMINGUEZ et al, 2001b). Apesar de alguns estudos in vitro
alertarem sobre o potencial carcinogénico de alguns componentes das tinturas de cabelo
(IARC, 2010; NOHYNEK, 2004), de forma geral os estudos epidemiologicos que investigam
a incidéncia de cancer em decorréncia da exposi¢do a corantes de cabelo em usuarios desses
compostos apresentam dados discrepantes que precisam ser melhor investigados para definir o
real risco do uso destas formulagdes (KIRKLAND et al., 1981; CHO et al, 2003).

A Agéncia Internacional para Pesquisa sobre Cancer (IARC), recentemente concluiu
que a exposicdo ocupacional a tinturas de cabelo, como nos casos de cabeleireiros ou
barbeiros, poderia induzir a formacao de cancer, enquanto que o uso pessoal das coloragdes
capilares ndo poderia ser classificado como carcinogénico para humanos (HUEBER-
BECKER et al., 2004). Por outro lado, alguns trabalhos sugerem que mesmo o uso pessoal

das tinturas pode aumentar a incidéncia de cancer de bexiga (GAGO-DOMINGUES et al.,
2002; HUNCHAREK; KUPELNICK, 2005).
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E conhecido na literatura que corantes de cabelo sido capazes de penetrar na pele
(GRAMS et al., 2003). Entretanto, apenas um estudo relacionando toxicidade a queratinocitos
em decorréncia da exposicao a corantes de cabelos foi encontrado, sendo o principal foco a
fototoxicidade apresentada pelos corantes e ndo a toxicidade intrinseca da substancia (YU et
al., 2008). Desta forma, torna-se importante e necessdria a investigagdo toxicologica
envolvendo células de constituicdo normal da pele, a fim de melhor compreender os possiveis
mecanismos de agdo desses corantes que sao largamente comercializados levando-se em
consideracdo a exposicdo dérmica sendo a primeira via de contato e a principal drea da
aplicagdo desses produtos.

Esta revisdo da literatura aqui apresentada sobre a toxicidade dos corantes de cabelo ¢
parte do artigo de revisdo listado abaixo, que foi aceito para publicagdo na Quimica Nova
(Anexo A).

OLIVEIRA, R.A.G; ZANONI, T.B.; BESSEGATO, G.G.; OLIVEIRA, D.P.;UMBUZEIRO,
G.A.; ZANONI, M.V.B. A quimica e toxicidade dos corantes de cabelo.
Neste trabalho, avaliamos a toxicidade de corantes € da PPD utilizando diversos

ensaios em células da pele, que serdo apresentados a seguir.

1.5 Morte celular programada

Em 1972, KERR e colaboradores descreveram a morte celular programada, que foi
identificada em diversos tecidos e células, com mecanismos distintos da morte por necrose.
Nas ultimas décadas, a morte celular programada virou sindbnimo de apoptose. O processo
apoptotico possui caracteristicas proprias como a diminui¢do do volume celular, condensagao
da cromatina e desintegragdo celular que culmina na formacdo de corpos apoptoticos que
podem ser eliminados por fagocitose (WYLLIE et al., 1980).

A apoptose é fundamental para que ocorra a manutengdo das funcdes vitais de um
organismo. Sua principal funcdo ¢ a de manter a homeostase de um organismo durante seu
desenvolvimento e envelhecimento (NORBURY; HICKSON, 2001).

Ja a necrose ¢ um termo utilizado para descrever morte celular acidental ou nao
programada (FABER, 1994; KANDUC et al, 2002). Morfologicamente a necrose ¢
caracterizada pela ruptura da membrana plasmatica, pelo entumecimento de organelas
citoplasmatica seguida da ruptura da membrana plasmatica (MAJNO; JORIS, 1995;
KROEMER et al, 2009; EDINGER; THOMPSON, 2004), resultando na ativacdo do

processo inflamatorio através de sinalizagdo celular que culmina na ativagdo do sistema
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imune EDINGER; THOMPSON, 2004; FESTJENS et al., 2006; ZITVOGEL et al., 2004),
com consequente morte de tecidos adjacentes (FESTJENS et al., 2006; ZONG; THOMPSON,
2006; YUAN, 2006).

Desta forma, sugere-se que o acimulo excessivo de danos celulares pode levar a morte
celular por necrose. Outra situagdo possivel no desenvolvimento da necrose ocorre quando, na
auséncia da fagocitose, os corpos apoptoticos perdem sua integridade e prosseguem para a
apoptose secundaria (tardia) (M AJNO; JORIS, 1995).

O processo apoptdtico pode ser induzido por estimulos fisiologicos ou patoldgicos,
que resultam em sinalizagdo celular. As duas principais vias apoptoéticas sao denominadas Via
Intrinseca (mitocondrial) e a Via Extrinseca (receptores de morte celular) (ELM ORE, 2007;
AMARANTE-M ENDES; GREEN, 1999).

Quando hé ativacdo da Via Intrinseca, a morte celular ¢ desencadeada por estimulos
que provém do interior da célula, que podem ocorrer ap6s lesdes celulares tais como danos no
DNA, desestruturagdo do citoesqueleto, alteragdes no reticulo endoplasmatico ou
modificagdes citoplasmaticas. Nessas situagdes, ocorre a liberagdo do citocromo c. A seguir,
ocorre a formacao de um complexo heptamérico denominado apoptossomo, compreendido
pelas proteinas Apafl, caspase 9 e dATP. Depois de formado o apoptossomo, as moléculas de
caspase-9 sdo capazes de ativar as caspases efetoras -3, -6 e -7, resultando na clivagem de
substratos especificos e nas mudangas morfologicas e bioquimicas que caracterizam a
apoptose (Figura 6) (HENTGARDNER, 2000).

A Via Extrinseca ¢ iniciada quando as proteinas da familia do fator de necrose tumoral
(TNF) ex: (FAsL, TNF-alpha e TRAIL), estdo presentes no espago extracelular e sdo capazes
de estimular seus receptores de morte especificos (Fas, TNFRI e DR4/DRS5, respectivamente)
(WAJANT, 2002). A partir dessa estimulagdo, inicia-se a ativacdo das cascatas bioquimica
iniciadoras das caspases 8 e 10, que ativam diretamente as caspase efetoras, ou integram as
duas vias de sinaliza¢do apoptoética através da clivagem da proteina pro-apoptotica Bid, a qual
devera se deslocar do citosol para a mitocondria ativando também a Via Intrinseca (Figura 6)

(WAJANT, 2002).
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Figura 6. Principais vias apoptoticas: Via Extrinseca e via Intrinseca (Fonte:
HENGARTNER, 2000).

1.6 AlteracBes no Ciclo Celular

O ciclo celular de células eucaridticas ¢ bastante complexo e € responsavel por regular
o crescimento e a proliferagdo celular. Em determinados pontos ocorrem ativacdo de
checkpoints de diversas proteinas regulatorias, as ciclinas-kinase dependentes (Cdks) e as
ciclinas. Essas proteinas regulam o ciclo celular garantindo a sua progressdo adequada pelas
seguintes fases, G1, S, G2 e M. (MORGAN, 2007; COSETTA et al., 2013) (Figura 7).

O principal objetivo do ciclo celular ¢ a realizagdo adequada da divisdo e duplicagdo
do DNA, onde, todo o contedo de uma célula mie serda passado com precisdo gerando
células filhas geneticamente idéntica.

As fases do ciclo celular podem ser subdivididas em interfase e mitose (M). A
interfase corresponde ao periodo entre o final de uma divisdo celular e o inicio de outra.
Sendo divididos em trés fases: fase G1 (G para gap, que significa intervalo) durante a qual a

célula duplica seu DNA, S (sintese) durante essa fase ocorre duplicagdo do DNA e G2 (gap 2)
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fase de crescimento. A mitose (M) ¢ composta pela profase, metafase, anafase e telofase, ¢

nessa fase ocorre a divisao celular propriamente dita (BRUCE et al., 2002; SCHAFER, 1998).
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Figura 7. Principais fases do ciclo celular. As fases S (sintese), M (Mitose) ¢ as fases de
intervalos extras G1 e G2.

Quando ocorrem erros na fase de replicagdo, ocorre atraso do ciclo celular, desta
forma, as células ndo progridlem e podem entrar em estado de inativagdo (GO) que pode
perdurar por longos periodos, antes de continuar a proliferacdo (ALBERTS et al., 2004).

A descoberta das ciclinas e do complexo das ciclinas kinases (CDks) auxiliou na
elucidagdo dos mecanismos de controle de transcricao e sinalizagdo celular. A progressao do
ciclo celular é regulada por subunidades cataliticas, ciclinas dependentes de quinase, as
chamadas CDks, bem como subunidades de ativacdo, designadas ciclinas. As subunidades
cataliticas Cdks e as ciclinas desempenham papel fundamental durante as diferentes fases do
ciclo celular. As CDks sdo expressas nas células e reguladas por diferentes Ciclinas que sdo
expressas ou degradadas de acordo com a fase do ciclo celular em que a célula se encontra.
Desta forma, diferentes complexos Ciclina/CDK sdo ativados durante as diferentes fases do
ciclo celular (SHERR, 1993).

Além das ciclinas e CDks, outros pontos de checagem sdo fundamentais ao longo do
ciclo celular, pois garantem que este se propague apenas quando as c€lulas tiverem cumprido
exigéncias tais como a completa replicagio do DNA. Esse tipo de controle ¢ essencial para

atrasar a mitose até que a replicacdo do DNA tenha se completado na fase S, ou até que os
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reparos sejam realizados adequadamente. Os genes envolvidos no bloqueio da divisdo celular
sao chamados genes supressores de tumor, como exemplo, a proteina p53 (DIAMANTIS,
1994). Deste modo, a p53, ¢é responsavel por aumentar a transcricdo de genes fundamentais
que participam na modula¢do do processo de reparo do DNA (MOLDOVAN et al., 2007). Em
células que sofreram danos no DNA, ocorre geralmente o aumento da expressao do gene p53,
que também pode levar a morte celular por apoptose na tentativa de eliminar erros que
poderiam ser perpetuados (VOUSDEN; LANE, 2007; KO; PRIVES 1996; VOGELSTEINS
et al., 2001).

A inativacdo da p53 pode resultar na divisao celular contendo danos no DNA. De
acordo com a literatura, mutagdes no gene p53 sdo frequentemente encontradas em
aproximadamente 50% dos canceres humanos (DIAM ANTIS, 1994).

Além disso, a p21 possui também papel fundamental na modulagdo de processos de
reparacdo do DNA, por inibigdo do ciclo celular (MOLDOVAN et al., 2007). A p21 pode
inibir uma ampla gama de complexos ciclina/Cdks, com uma preferéncia por aqueles
contendo Cdk2 (HARPER et ai, 1995).

Ainda, foi demonstrado que a reducdo na expressao de p2l1 estd associada com a
presenca de metastases e, provavelmente, com grande instabilidade genética (CECCARELLI
et al., 2001; BUKHOLM ; NESLAN, 2000).

A progressdo do ciclo celular ¢ regulada por ativacdo ou inibigdo da fosforilagdo das
subunidades Cdks. Diferentes estagios do ciclo apresentam pontos de controle (DRAETTA,
1990). Foram descritos mecanismos adicionais para inativacdo dos complexos Cdk, como, as
proteinas regulatérias, que ao se ligarem no complexo ciclina-Cdk podem inibi-lo (EL-
DEIRY et al., 1993). Quando as células sdo expostas a algum tipo de estresse, como agentes
que podem danificar o DNA, ocorre uma regulagdo negativa no ciclo celular; as Cdks ativas
sdo inibidas por proteinas regulatdrias que interrompem o ciclo celular em sua fase G1 ou G2,
impedindo que a célula passe para a proxima fase antes que o seu DNA seja reparado
(COHEN; ELLWEIN, 1990; SHERR; ROBERTS, 1995).

O controle do ciclo celular ¢ muito importante na regulacdo do nimero de células nos
tecidos do corpo. Quando o sistema apresenta uma falha, ocorrem divisdes celulares

excessivas, podendo levar a lesoes proliferativas.
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1.7 Genotoxicidade e Mutagenicidade

Estudos experimentais e epidemiologicos indicam que diversas substancias quimicas
podem induzir a danos no material genético, contribuindo para o processo de carcinogénese.
Entre esses danos, destacam-se a formacgao de adutos no DNA, quebras da cadeia do DNA,
mutagdes em genes, aberragdo cromossdmica, aneuploidia e mudangas no perfil de metilacao
do DNA (IARC, 2006).

O dano no DNA ou genotoxicidade pode ocorrer por agdo direta de um composto, pela
formagdo de um composto toxico apds metabolizagdo ou através da producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROS). A lesdo direta no DNA pode contribuir para que ocorram danos
estruturais ou funcionais (WEISBURGER, 1999).

Considera-se uma substancia mutagénica quando ela favorece a transmissao de danos
no DNA de uma célula mae para suas células filhas (SANTELLI, 2003). As mutacdes sao
responsaveis por inumeras doengas hereditarias humanas, incluindo o cancer (GRIFFITHS,
1998a). As mutagdes podem ser formadas espontaneamente ou pela indugdo de agentes
quimicos (mutagenos), esse tipo de dano pode ocorrer em diferentes niveis, em cromossomos
ou em genes. Em mutagdes cromossdmicas, parte do cromossomo ou cromossomos inteiros
sofrem alteracdes. Enquanto em mutacdes genicas, genes especificos sdo mutados
(GRIFFITHS et al, 2001 b).

Quando ocorrem danos ao material genético, os checkpoints do ciclo celular serao
ativados ocasionando parada do ciclo, essa etapa ¢ fundamental, pois garante tempo para que
ocorra a ativagdo do sistema de reparo. Quando o reparo ocorre corretamente, as células
deverdo prosseguir normalmente o ciclo celular. Se caso o reparo ndo for correto, o ciclo
celular poderd ser permanentemente bloqueado levando a um processo de envelhecimento ou
morte por apoptose. Caso os danos permanecam, a célula prossegue a divisdo e a mutacdo se

manifesta, podendo levar a oncogénese (Figura 8) (HOUTGRAAF et al., 2006).
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Figura. 8: Fluxograma representativo de vias ativadas apos detecgdo de danos no DNA.
(Fonte: HOUTGRAATF et al., 2006).

O avango da biologia molecular exige que novas metodologias sejam incorporadas aos
testes classicos de citogenética. Diversos mecanismos moleculares atuam na manutengdo da
integridade do genoma celular, deste modo, torna-se importante elucidar os mecanismos pelos
quais os compostos possam interagir com o DNA. A tecnologia gendmica tem como alvo
predominante o estudo detalhado dos genes, esse avanco, permitem que um sistema comp lexo
seja mais bem compreendido a4 nivel molecular. Varios estudos com relagdo a genomica tém sido
utilizados para avaliar a toxicidade e eficacia de farmacos (GERHOLD et al., 2002; KELL, 2006).

Atualmente, é reconhecido que o entendimento dos efeitos de ingredientes usados em

tinturas de cabelos requer estudos em nivel molecular (YOUNG-JIN-SO et al., 2011).

1.8 Estresse oxidativo

Um dos grandes mecanismos responsaveis pelo dano ao material genético € a
formagdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), sendo a pele um alvo importante destas
espécies. Existem inumeras fontes exdgenas capazes de contribuir para formagdo de radicais

livres na pele humana, como radiagdo ultravioleta (UV) e agentes quimicos (NACHBAR;
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KORTING, 1995). Endogenamente, os radicais livres podem ser formados a partir do
metabolismo celular em condi¢des normais ou patologicas (HALLIWELL; CROSS, 1994).

A origem de EROs em um organismo pode ser muito diversificada, no entanto, as
espécies produzidas sdo sempre as mesmas. Essas espécies reativas de oxigénio podem ser de
origem radicalar tais como (superdxido (O,*"), hidroxila (OH), peroxil (RO,) e alcoxil (RO),
existem ainda as espécies nao radicalares que podem ser convertidas em radicais de forma
simples, como o acido hipocloroso (HOCI), ozonio (O3), peroxinitrito (ONOQO"), oxigénio
singlete e peréxido de hidrogénio (H,0,) (HALLIWELL; GUTERIDGE, 2007). Os radicais
livres sdo produzidos a partir da redugdo molecular do oxigénio em estagios intermediarios,

conforme descrito abaixo:

O,+1e+H & H,0 H+ 02
HO+1e+H 9 H,0,

H,0,+ 1€ +H" & H30, H,O + OH
OH +1e+H" > H,0O

(Fonte: KEVIN et al., 2002).

Em baixos niveis, o anion superoxido ("O2), radical hidroxila (OH), perdxido de
hidrogénio (H,0,) e o oxigénio molecular (O,) participam de inlimeros processos tais como:
proliferagdo celular, diferenciagdo celular, apoptose e respostas imunologicas. A producgio excessiva
ou remocao inadequada de EROs pode resultarem estresse oxidativo. O estresse oxidativo contribui
para o desenvolvimento de patologias em tecidos, e sdo resultantes de alteracdes celulares entre
outros efeitos como: alteragdes nos processos metabolicos, erros de sinalizagdo celular e danos
biomoleculares. Os danos biomoleculares resultantes do estresse oxidativo frequentemente levam a
peroxidagao lipidica (descrita a seguir) o que podem resultar em mutagdes, inativagao ou ativacao
de enzimas ou oxidacdo e degradagio de proteinas (MIYACHI, 1988).

Os lipideos sdo componentes essenciais da membrana celular, pois, garantem a sua
estrutura e manutencdo (ESTERBAUER, 1993). Os 4acidos graxos poliinsaturados sdo
abundantes em células e altamente susceptiveis a oxidagdo. A peroxidagao lipidica ocorre a
partir da retirada de um 4tomo de hidrogénio bis-alilico de um 4cido graxo ou a partir da

oxidagdo do 4cido graxo por um radical livre. Durante o processo de iniciagdo da peroxidagdo
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lipidica, o acido graxo sofre ataque dos radicais livres sendo oxidado ao radical L°. J& na fase
de propagacdo, o radical formado L° reage com o oxigénio O,, formando o radical peroxil
(LOQ°), este novo radical interage com uma nova molécula de 4cido graxo gerando mais um
radical L°. A decomposi¢do do hidroperoxido lipidico (LOOH) pode ser catalisada p or metais
como o cobre € o ferro, gerando LOO e radical LO°, que participam da propagagdo da cadeia
radicalar. A interrup¢do do processo radicalar ocorre pela interacdo de duas espécies
radicalares, onde se forma o acido carbonilico no estado fundamental (L=0O) ou no estado
excitado triplete (3L=O) e os dlcoois correspondentes (LOH) (ABDALLA; FAINE, 2008).
Deste modo, a peroxidagdo lipidica ¢ autocatalitica, levando a formagao de hidroperéxidos e
produtos secundérios gerando substancias genotdxicas que contribuem para a perda da
integridade do DNA (BARBER; THOMAS, 1978; PRIOR, 1981; AIKENS, 1994

MARNETT, 1994). Abaixo, encontra-se a representacdo esquematica da peroxidagao lipidica.

I niciacao: LH = L°
Pr opagacao: L* +O, = LOO’
LOO'+LH=>» LOOH+L"®
LOOH = (Fe? 9 LO" + (OH)
LOOH = (Fe*)= LOO" + (H"
Término: LO" +LO">°L =0 +LOH
LOO® +LOO'L =0+LOH + "0,

(Fonte: ABDALLA; FAINE, 2008)

Um tipo de dano biomolecular consequente da peroxidacdo lipidica ¢ a formagdo de
malonaldeido (MDA). Diversos estudos demostram que o MDA ¢é mutagénico em bactérias e
células de mamiferos (SHAMBERGER et al., 1980; MARNETT et al., 1985; YONEI,
FURUI, 1983; BASU; MARNETT, 1983; MARNETT, 1985; BENAMIRA, 1995), além de
ser carcinogénico em ratos (SPALDING, 1988).

1.9 Oxidagao do DNA

A detecc@o de adutos do DNA ¢ essencial para a elucidacdo de mecanismos de agdo de

mutagénese e carcinogénese. Durante muitos anos, eles foram classificados como eventos
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resultantes da exposi¢do de agentes quimicos carcinogénicos. No entanto, nos ultimos 25
anos, os adutos de DNA encontrados em células, tecidos de humanos e animais foram
correlacionados em situagdes ndo relacionadas a carcinogénese (AMES 1989; DEDON, 2008;
MARNETT, 2000; SWENBERG et al., 2008).

Como ja citado, muitas doengas humanas adquiridas e hereditrias sdo originadas de
alteragdes da estrutura do DNA, como a interagdo de agentes quimicos genotoxicos com a
molécula do DNA. Em geral, esses agentes sdao substancias eletrofilicas diretas, ou
substancias que sdo metabolizadas durante o processo de detoxificagdo quimica. Esses
compostos sdo atraidos por moléculas de alta densidade, como por exemplo, as bases do
DNA, onde se ligam efetivamente formando os adutos (BARTSCH, 1996). Inumeras bases do
DNA e cadeias agucar—fosfato sdo alvos de substancias quimicas capazes de formarem
adutos, no entanto a base mais susceptivel a esse tipo de ataque ¢ a guanina (DIPPLE, 1995).

M odificagdes na estrutura do DNA podem resultar em alteragcdes no codigo genético,
0 que certamente contribui para o mau funcionamento celular. A remog¢ao inadequada desses
adutos pode resultar ainda em mutac¢do, morte celular e até mesmo em desenvolvimento do
cancer (FARMER et al., 2004; SEDGWICK et al., 2007)

Muitos dos danos no DNA correspondem a oxidagdes de bases (DOUKI et al., 1998;
CADET et al., 1999). A identificagdo de compostos capazes de levar esse tipo de oxidagdo
vem sendo estudados (RAVNAT et al., 2000).

Os danos oxidativos do DNA, ndo sao resultantes diretos de substancias quimicas, por
isso ndo sdo considerados adutos. Na oxidacdo do DNA ocorre uma lesdo ocasionada por
interagdo de EROS ou espécies reativas de nitrogénio (RNS) com o DNA (MANGAL et al.,
2009; BANOUB; LIMBACH, 2010; CADET et al, 2010; ANDREOLI et al., 2011). A
interacdo dessas espécies reativas pode resultar em diferentes tipos de danos ao DNA. Na
literatura sao descritos cerca de 40 tipos distintos de modificacdio de DNA e RNA,
provenientes da interagdo entre as bases com espécies reativas (CADET et al., 2010; CADET
et al., 2011).

O tipo de oxidacdo mais extensivamente estudado ¢ a 8-oxo-7,8-dihidro-2’-
desoxiguanosina (8-oxodG), formada a partir de oxidacdo monoeletronica e pelo ataque do
radical HO® (CADET et al., 2008). A 8-0xodG é uma lesdo mutagénica descrita em bactérias
e células de mamiferos, que bloqueia o processo de transcri¢do ou favorecem a transversao G:
T.eT: A (BASSET-SEGUIN et al., 1994; PIERCEALL, 1991).

Segundo Yan An et al., 2004, o aumento dos niveis de 8-oxodG estdo correlacionados

o aumento da incidéncia de cancer de pele em individuos expostos ao arsénico. Ainda,
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estudos correlacionam o aumento dos niveis de 8-0xodG com o desenvolvimento de diversos
tipos de cancer (KRYSTONA et al., 2011). Outras doengas como diabetes e artrite reumatoide
também foram associadas ao aumento de 8-oxodG (HAJIZADEH et al., 2003; SIMONE et
al., 2008; ROSSNER et al., 2009; BROEDBAEK et al., 2011).

Ainda, agentes oxidantes de fonte endogena ou exdgena podem exercer fungdo
genotoxica (von SONNTAG, 1987; BREE; MURPHY, 1995), no entanto, ambas as situacdes
sao decorrentes de danos no DNA, ou sdo ocasionadas por reacdes entre biomoléculas que
levam a formagdo de espécies eletrofilicas altamente reativas, capazes de reagir com o DNA
(CHAUDHARY et al., 1994; LINDAHL, 1993, AMES 1991).

O produto formado a partir da peroxidacdo lipidica, o malonaldeido (MDA) ¢ um
exemplo da via indireta, ocasionada pelo ataque de EROS aos éacidos graxos poliinsaturados
(MUKALI 1976).

O MDA ¢ um aldeido altamente eletrofilico, por esta razdo, ele pode reagir com o
DNA resultando na formagao de uma variedade de adutos. O principal aduto formado a partir
dessa reagdo ¢ o pirimidol[1,2-alfapurinal-103(3H)um (M 1dG) (BASU et al, 1983;
SPALDING et al., 1988). Esse aduto ¢ de origem enddgena e ¢ gerado a partir da
peroxidagdo lipidica e da peroxidagio do DNA (BASU; MARNETT, 1988; DEDON et al.,
1998; ZHOU et al., 2005).

Frente ao exposto, a quantificacdo de lesdes ao DNA ¢ uma ferramenta imp ortante que
contribui para a elucidagdo dos mecanismos envolvidos em processos genotoxicos
desencadeados pela exposi¢do aos mais diferentes tipos de xenobiodticos, incluindo os corantes

de cabelos.
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6 CONCLUSOES

Basic Red 51 (BR51)

O BRS5I1 apresentou potencial citotoxico para as células normais da pele humana
(fibroblastos e queratinocitos) e para células tumorais, além de alta inibigdo na
formacdo de novos clones apo6s incubagdo com doses baixas em fibroblastos e
queratindcitos;

O corante BR51 apresentou citotoxicidade para células HaCaT com ICsy 13 pg/ml,
ap0s 24 horas, resultando em morte celular por apoptose. Além disso, esse composto
induziu a parada no ciclo celular em G2/M em queratindcitos € G1 em fibroblastos;

A metaboliza¢do da mistura entre BRS1/H,0, in vitro , induz a formacao de espécies
reativas de oxigénios (EROs);

O BR51 isolado ou combinado com H,0,, induziu ao estresse oxidativo em HaCaT,
resultando na oxidagdo do DNA por formagdo do aduto do tipo 8-0xodG;

Em pele artificial (3D), confirmamos que o corante induz a morte por apoptose nos
queratinécitos, além de diminuir a espessura da epiderme. Nesse modelo, ndo existem
indicios de aumento de citocinas inflamatorias;

O BR51 ndo ¢ capaz de induzir mutagdo por substituicdo de pares de base ou
deslocamento do quadro de leitura em Salmonella;

O corante BR51 foi considerado o mais toxico para as células da pele, quando
comparados aos demais estudados;

Frente ao exposto, sugerimos que este composto seja utilizado com cautela em

produtos cosméticos.

p-Fenilenodiamina (PPD)

A PPD ¢ mais citotoxica para fibroblastos, seguida de HaCaT e melanoma, ap6s 24 ¢
48 horas de incubacdo. A exposicao prolongada em doses baixas inibe a formagdo de
novos clones em fibroblastos e queratinocitos;

A mistura entre PPD/H202 e PPD/H202/R nas condi¢des testadas, resulta na
liberagdo de radicais hidroxila (OHe);

A Base Brandrowisk ¢ formada ap 6s auto oxidagdo da PPD;

Nas condi¢oes testadas, a PPD e a mistura PPD/H202 aumenta os niveis EROS
intracelular, contribuindo para a peroxidagdo lipidica caracterizada pelo aumento de

MDA;
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- A presenga de EROs induz também a oxidagdo do DNA, avaliado pela identificacao
do aduto 8-OxodG, sendo este o proncipal mecanismo de mutagenicidade;

- A expressdo aumentada de genes associados a indugdo de EROS (HO-1 e OGG-1) na
pele humana confirma o mecanismo de agdo toxica da PPD e suas respectivas misturas
observado nos ensaios em monocamada;

- A exposi¢do da pele a PPD e suas respectivas misturas estudadas ativa o sistema
imune, por meio do aumento da expressao de 11L4;

- O aumento da expressdo da NOX-1 na epiderme apds exposigdo & PPD/H202/R
confirma que ainda mais radicais livres sao formados durante o processo de tintura;

- A PPD foi o composto que mais apresentou inducdo a estresse oxidativo quando
comparado aos demais corantes estudados;

Basic Yellow 57 (BY57)

- A citotoxicidade do BY57 ¢é pronunciada em melanoma SK-Mel-103 em comparacao
as células normais da pele (queratindcitos e fibroblastos);

- Os queratindcitos sao mais resitentes a inibicdo de clones que os fibroblastos;

- O BY57 e a sua mistura H,O2 nao formam espontaneamente radicais livres in vitro,
no entanto, a exposicao ao BY57 e BY57/H202 aumenta os niveis intracelulares de
EROS em HaCaT.

- O aumento dos niveis intracelulares em HaCaT levam a peroxidacdo lipidica,
caracterizada pelo aumento de MDA;

- Apenas a mistura entre BY57/H,0, ¢é capaz de causar danos oxidativos no DNA
(80x0dG);

- Ensaio com Salmonella foi negativo, desta forma o BY57 ndo produz mutagdo do tipo
de deslocamento de leitura ou susbtituicdo de pares de bases;

- O BY57 foi o corante considerado menos toxico em HaCaT e fibroblastos quando

comparado aos outros corantes estudados nessa técnica.
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