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Apresentagao

Os aditivos alimentares s&o ingredientes adicionados propositalmente em
alimentos durante as etapas de producdo, com o objetivo de realgar suas
caracteristicas organolépticas e sensoriais.

Os corantes sao aditivos alimentares e podem ser subdivididos em corante
organico natural, artificial e sintético, corante inorganico ou pigmento e caramelo.
Os corantes artificiais tém maior poder de fixacdo do que os naturais.

A genotoxicidade estuda os mecanismos de alteracdo do DNA, bem como
a alteragao do determinismo genético celular ou organico.

Os corantes sao considerados os aditivos alimentares mais genotoxicos e,
dentre estes, os artificiais que apresentam a estrutura quimica com o grupamento
azdico, como o amarelo tartrazina e o vermelho 40, estdo sendo relacionados
com o desenvolvimento do cancer no intestino, estdmago, célon e/ou bexiga
urinaria. O corante tartrazina também tem sido relacionado, em alguns estudos,
como agente causador de reagdes alérgicas

Este trabalho teve por objetivo avaliar a genotoxicidade de corantes
artificiais, que possuem o grupamento azoéico: amarelo tartrazina e vermelho 40,
através do teste para detec¢cdo de mutagéo e recombinagdo somatica (SMART),
uma vez que estes corantes sao utilizados em varios produtos alimenticios que
sdo consumidos em larga escala, como, por exemplo, refrescos, refrigerantes,

chocolates, queijos, biscoitos, gelatinas, gomas de mascar, iogurtes.



Capitulo | - Fundamentacgao Teoérica

1.1 Aditivos alimentares

Um dos maiores desafios para o homem, desde a sua existéncia, esta
relacionado a alimentagdo. Nos primeiros nucleos humanos, a exploragdo dos
diversos tipos de alimentagao disponiveis na natureza, era mais simples, porém
as necessidades de deslocamento para outras regides e o esgotamento das
reservas naturais, obrigaram os individuos a preocuparem-se em produzir mais
alimentos e, principalmente, conserva-los para serem consumidos em periodos de
escassez.

Atualmente, ha uma grande procura para encontrar aditivos para serem
adicionados intencionalmente nos produtos alimenticios, melhorando ou
realgcando alguma ou varias caracteristicas, tais como: visual, odor, sabor, cor,
textura, grau de umidade (Calil e Aguiar, 1999).

Segundo o Item 1.2 da Portaria SVS/MS 540/97 (Brasil, 2002) aditivo &
qualquer ingrediente adicionado intencionalmente aos alimentos com o objetivo
de modificar suas caracteristicas fisicas, quimicas, biolégicas ou sensoriais
(durante sua fabricagcdo, processamento, preparagéo, tratamento, embalagem,
acondicionamento, armazenagem, transporte ou manipulagao) sem o propdsito de
nutrir.

A aceitacdo do produto alimenticio pelo consumidor esta diretamente
relacionada a sua cor. Esta caracteristica sensorial, embora subjetiva, é
fundamental na indugdo da sensacao global, resultante de outras caracteristicas
como o aroma, o sabor e a textura dos alimentos. (Collins e Plumbly, 1995;
Freund et al., 1988 input Constant et al, 2002).

Com a funcao de melhorar a cor dos alimentos, a industria alimenticia
investiu no desenvolvimento de corantes a partir de novas tecnologias de
fabricacdo. Assim, comegaram a atuar neste campo colorindo os mais diferentes
tipos de produtos alimenticios, melhorando, por consequéncia, suas vendas.

De acordo com a resolugcao 44/77 da Comissdao Nacional de Normas e
Padrées para Alimentos (CNNPA), do Ministério da Saude (Brasil, 2002c), os



corantes, permitidos para uso em alimentos e bebidas, sdo classificados da
seguinte forma: corante organico natural é aquele obtido a partir de vegetal ou,
eventualmente, de animal, cujo principio do corante tenha sido isolado com o
emprego de processo tecnoldgico adequado; corante organico artificial € aquele
obtido por sintese organica, mediante o0 emprego de processos tecnoldgicos
adequados e nao encontrado em produtos naturais; corante organico sintético
idéntico ao natural € o corante cuja estrutura quimica é semelhante a do principio
isolado do corante orgéanico natural; corante inorganico ou pigmento é aquele
obtido a partir de substancias minerais e submetido a processos de elaboracao e
purificacdo adequados ao seu emprego em alimentos; caramelo obtido pelo
aquecimento de agucares a temperatura superior ao ponto de fusao.

Os corantes artificiais tém maior poder de fixacdo do que os naturais,
propiciando cores mais intensas, aumentando o numero de tonalidade, com maior
estabilidade e menor custo (Calil e Aguiar, 1999).

Nas primeiras décadas do século XX ja existiam, em todo mundo, mais de
80 corantes sintéticos disponiveis para alimentos. Entretanto, ndo havia qualquer
regulamentagao sobre seus usos ou graus de pureza (Queija et al., 2001).

Com a utilizagdo cada vez maior desses aditivos, os paises comegaram a
estabelecer legislagdes para controlar seu uso. Organizagdes internacionais,
como a Comissédo do Codex Alimentarius, organismo subsidiario da FAO (Food
and Agriculture Organization) e da OMS (Organizagdo Mundial da Saude), foram
criados para, entre outros objetivos, estabelecer especificagdes e critérios para a
utilizacdo de aditivos alimentares, incluindo o uso de corantes em alimentos
(Downham e Collins, 2000).

Alguns fabricantes garantem que os corantes nao trazem nenhum
prejuizo a saude humana. O mesmo nao se pode dizer da maior parte dos
corantes artificiais, os corantes azoicos (produzidos a partir de derivados de
petréleo), que ndo sdo seguros a saude humana (Calil e Aguiar, 1999).

Cada aditivo aprovado para uso nos alimentos passa por testes rigorosos,
porém, diversos produtos alimenticios sado fabricados a partir da mistura de
ingredientes, os quais, em certos casos, contém aditivos, que serao diluidos e por
isto, ndo constardo no rétulo dos alimentos. Isto mostra a complexidade e a

dificuldade para uma avaliagdo segura de uma determinada substancia quimica.



Os corantes artificiais permitidos no Brasil sdo o amarelo crepusculo, azul
brilhante FCF, bordeaux S ou amaranto, eritrosina, indigotina, ponceau 4R,
tartrazina e o vermelho 40 (Damasceno, 1988).

A genotoxicidade é uma area da genética que estuda os processos que
alteram a base genética da vida, quer seja em sua estrutura fisico-quimica, o
DNA, processo este classificado de mutagénese; quer seja na alteracdo do
determinismo genético celular ou organico, identificados, respectivamente, como
carcinogénese e teratogénese (Erdtmann et al., 2003).

A mutagenicidade e a carcinogenicidade estdo claramente
correlacionadas. Um estudo mostrou que de 157 dos 175 carcindgenos
conhecidos (90%) também s&o mutagénicos. A teoria de mutagdo somatica do
cancer diz que estes agentes causam cancer induzindo a mutagdo de células
somaticas (Suzuki et al., 2002).

No decorrer da vida o DNA sofre alteragdes denominadas de mutacoes,
que podem ser causadas por erros durante a duplicacdo do DNA, na divisdo
celular (Ribeiro e Marques, 2003). Danos ao DNA séo considerados os principais
eventos causados por agentes genotoxicos, que levam as mudangas hereditarias
e ao desenvolvimento do cancer. Estes danos podem induzir morte celular ou
eventos mutacionais e, também, iniciar uma transformagdo maligna (Moustacchi,
2000). Assim, compreendemos que o0 cancer € uma doencga genética das células
somaticas, onde os mecanismos de seguranga contra falhas estdo inoperantes, e
as células cancerosas proliferam sem controle (Suzuki et al., 2002).

Os proto-oncogenes, assim como 0s genes supressores de tumor e de
reparo, desempenham importante papel na célula. As fungbes normais dos genes
supressores de tumor se enquadram em categorias complementares as dos
proto-oncogenes, que controlam o crescimento e proliferacdo celular, enquanto
que genes de reparo sao responsaveis pela expressdao de proteinas que
promovem 0s reparos nos erros ocorridos durante o processo de replicagdo do
DNA. Enzimas de reparo, presentes em células vivas, diminuem os danos
genéticos, evitando, assim, muitas mutagdes (Ojopi e Dias-Neto, 2002). A maioria
das alteragbes genéticas que originam o cancer ocorre nos genes que controlam

a proliferacao celular.



1.2 Corantes artificiais: Amarelo Tartrazina e Vermelho 40

Corantes artificiais sdo pigmentos ou tintas sintéticas, que possuem uma
estrutura quimica proépria, cujo grupo € conhecido como diazo ou azo ou azoico. A
maioria é obtido através do alcatrdo do carvao mineral (Calil e Aguiar, 1999).

Os corantes sao usados para dar cor a uma ampla variedade de materiais
tais como tecidos, cosméticos, medicamentos e alimentos (Tripathy et al., 1995)
Além destes, sdo usados extensivamente, em laboratorios, como pigmento
biolégico ou indicador de pH (Chung, 1983).

Embora a adicdo de corantes em alimentos seja muito usada, foi
comprovada a toxicidade destes produtos. Por isso, € importante considerar o
risco do uso de corantes contra seus beneficios (Tripathy et al., 1995).

De todos os aditivos usados em alimentos, os corantes sdo os mais
genotéxicos (Sasaki et al., 2002). O cancer intestinal € bastante comum em
paises altamente industrializados, ha a possibilidade de existir conexao entre o
aumento do numero de céncer e o uso de corantes azoéicos (Chung, 1983).

Os corantes azodicos mais utilizados pela industria alimenticia sao:
amaranto, vermelho 40, amarelo crepusculo e amarelo tartrazina. O primeiro,
também conhecido como vermelho Bordeaux, proporciona coloracdo vermelha
aos produtos que foram adicionados, assim como o vermelho 40. Os dois ultimos
proporcionam coloragdo amarela (Calil e Aguiar, 1999).

Os produtos onde estes corantes sao mais utilizados sao: alimentos
processados a base de cereais, balas, caramelos e similares, cerejas em calda
(somente para reconstituicdo da cor), coberturas e xaropes para gelados
comestiveis e sobremesas, gelados comestiveis, geléia de cereja, gomas de
mascar, iogurtes aromatizados, leites aromatizados, leites fermentados
aromatizados, leites gelificados aromatizados, licores, preparados liquidos ou
sélidos para refrescos e refrigerantes, produtos de frutas, cereais, legumes e
outros ingredientes para uso em iogurtes, queijo tipo petit-suisse e similares,
queijos, recheios de bombons e similares, recheios de chocolates, recheios e
revestimentos de produtos de confeitaria, biscoitos e similares (com excecgao dos
recheios de creme de ovos), refrescos e refrigerantes, sobremesas e pos para
sobremesas de gelatinas, flans, pudins e similares, xaropes para refrescos. (Calil
e Aguiar, 1999)



Os corantes azoicos sao degradados pelos microorganismos intestinais, e
€ possivel que a toxicidade e/ou a carcinogenicidade pode ser devido aos
produtos degradados destes corantes. (Chung, et al., 1978)

O corante artificial tartrazina (Cl No 19140) € um dos mais usados em
todo o mundo, para corar alimentos (Arden e Ram, 2001), medicamentos e
cosméticos. E um derivado nitroso, sabidamente causador de reacdes alérgicas
como asma e urticaria (Bathia, 2000, Elhkim, et al., 2007) e tem sido alvo de
estudos de mutagénese e carcinogénese por produzir, como todos os corantes
azoicos uma amina aromatica acido sulfanilico, apds ser metabolizado pela
microflora gastrintestinal (Moutinho; Bertges e Assis, 2007).

Em contradigdo, um estudo realizado por Nettis et al. (2003) mostrou que
a porcentagem de urticaria e/ou angioedema induzido pela tartrazina foi muito
baixa (1%). O estudo sugere que nos pacientes com estas ocorréncias, atribuidas
a tartrazina, deveria ter, a sua causa, mais bem investigada.

O uso de aditivos em alimentos pode levar a estimulacido do processo
mitoético. Isto pode contribuir para investigagdo da agao dos aditivos nas células,
desde estimulos mitdticos a susceptibilidade para carcinogénicos quimicos
(Stefanidou et al., 2003).

Estudo realizado por Moutinho; Bertges e Assis (2007) em 45 ratos
Wistar, machos, recebendo diariamente tartrazina mostrou um aumento
significante do numero de linfécitos e eosindfilos, porém, ndo foram observadas
indugdes da carcinogénese. O corante tartrazina permanece entre os possiveis
carcinégenos alimentares por ser da classe azo.

A FAO (Food and Agriculture Organization) e a OMS (Organizagao
Mundial da Saude) estabeleceram o consumo aceitavel (ADI) em 7,5 mg/kg para
o corante tartrazina, e de 7,0 mg/kg para o vermelho 40 (Sasaki, et al., 2002;
Husain, et al., 2006; Elhkim, et al., 2007).

Estudo realizado por Sasaki, et al. (2002) os corantes Vermelho 40 (Cl No
16035) e Tartrazina induziram dano no DNA em estbmago, coélon e/ou bexiga
urinaria com dose de 10mg/kg para a tartrazina e 100 mg/kg para o vermelho 40.

Estas doses sao proximas as aceitaveis para o consumo pela ADls.



Estrutura Quimica do Corante Amarelo Tartrazina e Vermelho 40
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1.3 — Controles positivos: Uretano e Doxorrubicina

Etilcarbamato (CAS N® 51-79-6, PM 89,10), conhecido como uretano
(URE), foi utilizado no experimento como controle positivo. E um antineoplasico
capaz de induzir mutacdes. E também utilizado como anestésico veterinario.

A doxorrubicina é um antibiético antraciclico produzido pelo fungo
Streptomyces peucelius var. cesius utilizado como antineoplasico inibindo a agao
da topoisomerase Il. (Chiuchetta e Castro-Prado, 2002). A doxorrubicina é
considerado importante na mutagenicidade oxidativa uma vez que possui uma
alta afinidade por ferro inorganico formando assim, um complexo doxorrubicina-Fe
(Kostoryz e Yourtee, 2001)

NH,COOCH,CHj3

Figura 3 Estrutura quimica do uretano

OH
Figura 4 Estrutura quimica do quimioterapico Doxorrubicina



1.4 —Teste para Deteccao de Mutacao e Recombinagdo Somatica
em células da asa de Drosophila melanogaster

A Genética Toxicologica tem centrado suas investigagdes no uso de
diferentes bioensaios capazes de detectar mutacbes pontuais, aberragoes
cromossbmicas e, mais recentemente, eventos aneuploidogénicos (Andrade e
Lehmann, 2003).

Nos ultimos anos, o Teste para Deteccdo de Mutagcdo e Recombinacéo
Somatica (SMART) tem sido muito usado, e tem mostrado ser muito eficiente e
adequado, tanto para analise de genotoxicidade, quanto de antigenotoxicidade de
compostos quimicos e agentes fisicos (Graf et al., 1998).

O teste para deteccdo de mutagcéo e recombinagcdo somatica (SMART),
descrito por Graf et al. (1984), é utilizado para deteccao de atividade mutagénica
e recombinogénica ou delecdo ocorridas no cromossomo 3 de Drosophila
melanogaster. E um teste rapido, de facil realizac&o e baixo custo. Nele, as larvas
trans heterozigotas sdo expostas aos componentes testes por periodos de tempo
variados (Graf et al., 1984).

O teste SMART de asas de Drosophila melanogaster, fundamenta-se na
premissa de que, durante o desenvolvimento embrionario, grupos de células,
chamados de discos imaginais, proliferam, mitoticamente, até o ponto em que se
diferenciam, durante a metamorfose, em estruturas que originam as asas das
moscas adultas (Andrade e Lehmann, 2003).

Ha mais de 50 anos, o uso de insetos, especialmente Drosophila, para
monitorar danos genéticos por agentes quimicos, € feito intensamente em
pesquisas de mutacdo, em testes de curta duragdo, para identificar produtos
genotoéxicos (Vogel et al., 1999).

A Drosophila melanogaster, popularmente conhecida como mosca da
fruta, oferece vantagens metodologicas para deteccdo de genotoxicidade de
substancias quimicas (Graf et al., 1984) como: pequeno tamanho, de facil
acondicionamento, curto tempo de geragdo (aproximadamente 10 dias a 25 C),
grande progénie e baixo numero de cromossomos (Graf e Singer, 1992); é capaz
de ativar enzimaticamente promutagenos e procarcinogenos (Graf et al., 1996). A
D. melanogaster € um eucarionte eficiente em teste de genotoxicidade, porque a

avaliagao é feita in vivo, com grande flexibilidade de administracdo de protocolo,
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tanto de compostos puros como avaliagdo de misturas complexas (Graf et al.,
1998). O teste é sensivel, também, na avaliagdo de atividade genotdxica de
promutagenos e procarcindégenos (Graf e Singer, 1992).

Os estoques sdo mantidos em frascos de 250 mL, contendo meio de
cultura para Drosophila melanogaster, preparado com 820 mL de agua, 25 g de
fermento bioldgico (S. cerevisiae), 11 g de agar, 156 g de banana, 1 g de nipagin;
a temperatura média de 25  C e repicados a cada quinze dias.

No SMART sao usados os marcadores: multiple wing hairs (mwh, 3-0,3) e
flare (flr3, 3-38,8), e é baseado no principio da perda da heterozigose para estes
marcadores. Os dois genes mwh (multiple wing hairs) e fIr? (flare®), encontrados
no cromossomo 3, tém expressdes fenotipicas bem distintas. No mwh, ao invés
de nascer apenas um pélo ou tricoma por célula, nascem multiplos, geralmente
trés (figura 5 — A). O marcador multiple wing hairs € mantido na linhagem como
uma mutagcdo viavel em homozigose recessiva, e encontra-se localizado na
extremidade do brago esquerdo do cromossomo 3 (3-0,3) (Graf et al., 1984, 1989
e 1998).

O marcador flare® (flr’) € uma mutacéo recessiva que afeta a forma do
pélo da asa, que ao invés de nascer um tricoma normal, nasce em forma de
chama (figura 5 — B). Também localizado no brago esquerdo do cromossomo 3,
mas em posigao proximal (3-38,8). O gene fIr* é letal em homozigose recessiva
nos zigotos (ndo sado capazes de desenvolver moscas adultas). Ao contrario,
células homozigotas do disco imaginal sao viaveis e levam a formacéao de células
mutantes nas asas. Para o gene fIr* permanecer na linhagem estoque, é
necessaria a presencga de um balanceador génico, com multiplas inversées (TM3,
Bad®: Third Multiple 3, Beaded — Serrate). (Graf et al., 1984, 1989 e 1998).

A linhagem ORR foi desenvolvida com o objetivo de aumentar a
capacidade metabdlica, para ativar promutagenos. O gene R/ da linhagem
Oregon R (R) que confere a resisténcia para DDT, foi inserido na posi¢ao 65,0 no
cromossomo 2, que é responsavel pela alta expressado constitutiva das enzimas
citocromo P450. Os cromossomos 1 e 2 de linhagens originais mwh e fiIr® foram
substituidos pelos cromossomos 1 e 2 da linhagem Oregon R (R). A linhagem
ORR ¢é igual a linhagem fIr}, com a insercdo do gene R/ no cromossomo 2.
(Frélich e Wurgler, 1989).



Para a realizacdo do teste sado feitos dois tipos de cruzamentos:
Cruzamento padrao (ST — Standard Cross) com fémeas virgens fIr® cruzadas com
machos mwh e o cruzamento da alta bioativagado (HB — High Bioactivation Cross)
com fémeas Virgens ORR/ ORR; flr® cruzadas com machos mwh.

A partir desses cruzamentos sdo obtidos dois tipos de descendentes que
diferenciam-se fenotipicamente no formato da asa. Os descendentes que
possuem o marcador trans-heterozigotos (MH: mwh +/+ fI’) obtidos através do
cruzamento padrdo possuem as asas fenotipicamente do tipo selvagem, ou seja
com a borda lisa (figura 6 — A). Ja os descendentes do cruzamento de alta
bioativagao, ou seja, que possuem o marcador balanceador heterozigoto (BH:

mwh +/+ TM3, Bds) possuem as asas com as bordas serrilhadas (figura 6 — B)
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Figura 5: Manchas mutantes A — Mancha simples: pélos mwh. B — Mancha gémea: pélos flare e mwh

Figura 6: Fenétipo da Borda da Asa A — Asa de Borda lisa. B — Asa de Borda Serrilhada
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Resumo

Os aditivos alimentares sao utilizados pela industria alimenticia com o
intuito de melhorar o aroma, o sabor e a textura dos alimentos. De todos os
aditivos utilizados os corantes sdo os mais genotéxicos. Os corantes azoicos,
derivados do petréleo, utilizados pelas industrias, sdo o tartrazina e vermelho
40. O teste SMART de asa foi utilizado para verificar os possiveis efeitos
genotoxicos destes corantes em células somaticas de Drosophila
melanogaster. Para esta avaliagcdo foram utilizadas larvas de 48 horas,
descendentes do cruzamento padrao (ST) e alta bioativagao (HB) que foram
tratadas com tartrazina nas concentragées 1,5, 2,5 e 3,0 mg/mL e 5, 10 e 20
mg/mL para o vermelho 40. Os resultados mostraram aumento significativo de
manchas nos descendentes ST para tartrazina e HB para o vermelho 40.
Concluimos que os corantes artificiais tartrazina e vermelho 40 sdo genotdxicos

nas doses utilizadas para o estudo.

PALAVRAS-CHAVE: Tartrazina, Vermelho 40, Drosophila melanogaster,

SMART, doxorrubicina, uretano.
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Abstract

Food additives are used by the food industry in order to enhance the
aroma, flavor and texture of foods. Of all the additives used colors are the most
genotoxic. The azo dyes, derived from oil, used by industries, are the tartrazine
and red #40. The SMART wing test was used to verify the possible genotoxic
effects of colors in somatic cells of Drosophila melanogaster. For this evaluation
were used larvae of 48 hours, descendants of the Standard Cross (ST) and
High Bioactivation (HB) that who were treated with tartrazine in concentrations
1.5,2.5and 3.0 mg/ mL and 5, 10 and 20 mg / mL for the red #40. The results
showed significant increase of spots in the ST descendants for tartrazine and
HB for the red #40. We concluded that the artificial colors tartrazine and red #40

are genotoxic in the doses used for the study.

Keywords: Tartrazine, Red # 40, Drosophila melanogaster SMART,

doxorubicin, urethane.
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1. Introdugao

A modernizagado da industria alimenticia trouxe consigo o aumento do
uso de aditivos alimentares. A aceitagdo do produto alimenticio pelo
consumidor esta diretamente relacionada a sua cor. Esta caracteristica
sensorial, embora subjetiva, € fundamental na indu¢cdo da sensagédo global
resultante de outras caracteristicas como o aroma, o sabor e a textura dos
alimentos. (Collins e Plumbly, 1995; Freund et al., 1988 input Constant et al.,
2002).

Os corantes artificiais tém maior poder de fixacdo do que os naturais,
propiciando cores mais intensas, aumentando o numero de tonalidade, com
maior estabilidade e menor custo (Calil e Aguiar, 1999).

De todos os aditivos usados em alimentos, os corantes sdo os mais
genotodxicos (Sasaki et al., 2002).

Os corantes artificiais permitidos no Brasil sdo o amarelo crepusculo,
azul brilhante FCF, bordeaux S ou amaranto, eritrosina, indigotina, ponceau
4R, tartrazina e o vermelho 40 (Damasceno, 1988).

Alguns fabricantes garantem que os corantes ndo trazem nenhum
prejuizo a saude humana. O mesmo nao se pode dizer da maior parte dos
corantes artificiais, os corantes azoicos (produzidos a partir de derivados de
petréleo), que nao sao seguros a saude humana (Calil e Aguiar, 1999).

O corante artificial tartrazina (Cl No 19140) é um dos mais usados para
corar alimentos (Arden e Ram, 2001), medicamentos e cosméticos. E um
derivado nitroso, sabidamente causador de reagdes alérgicas como asma e
urticaria (Bathia, 2000, Elhkim, et al., 2007) e é alvo de estudos de mutagénese
e carcinogénese, por produzir a amina aromatica acido sulfanilico, apos ser
metabolizado pela microflora gastrintestinal (Moutinho; Bertges e Assis, 2007).

Estudo realizado por Moutinho; Bertges e Assis (2007) em 45 ratos
Wistar, machos, recebendo diariamente tartrazina mostrou um aumento
significativo do numero de linfocitos e eosinofilos, porém n&o foram observadas
alteragdes carcinogénicas.

A FAO (Food and Agriculture Organization) e a OMS (Organizagao

Mundial da Saude) estabeleceram o consumo aceitavel (ADI) em 7,5 mg/kg
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para o corante tartrazina, e de 7,0 mg/kg para o vermelho 40 (Sasaki et al.,
2002; Husain et al., 2006; Elhkim et al., 2007).

Estudo realizado por Sasaki et al. (2002) mostraram que os corantes
Vermelho 40 (Cl No 16035) e Tartrazina induziram dano no DNA em estémago,
célon e/ou bexiga urinaria com dose de 10mgkg para a tartrazina e 100 mg/kg
para o vermelho 40. Estas doses sao proximas as aceitaveis para o consumo
pela ADls.

O teste para detec¢cdo de mutagdo e recombinagdo somatica (SMART),
descrito por Graf et al. (1984), é utilizado para detecgdo da atividade
mutagénica e recombinogénica em Drosophila melanogaster. E um teste
rapido, de facil realizag&o e baixo custo. Nele, as larvas trans heterozigotas s&o
expostas aos componentes testes por periodos de tempo variados (Graf et al.,
1984). Quando ocorre uma alteragdo genética, em uma das células que estao
se dividindo por mitose, é formado um clone de células mutantes, que pode ser
detectado fenotipicamente como uma mancha mutante na superficie das asas
dos adultos. A analise das lesbes induzidas é feita pela observagéo de grupos
de células (clones mutantes), que expressam fenotipicamente os genes
marcadores fIr3 ou mwh, responsaveis por mudancas na forma dos pélos ou
tricomas (Graf et al. 1984).

O etilcarbamato € um antineoplasico, também utilizado como anestésico
veterinario. A doxorrubicina € um antibiético antraciclico produzido pelo fungo
Streptomyces peucelius var. caesius utilizado como antineoplasico inibindo a
acdo da topoisomerase |l. E utilizado no tratamento de varias neoplasias
malignas, dentre elas o cancer de mama, ovario, leucemia, pulmao e testiculo
(Chiuchetta e Castro-Prado, 2002). Estes produtos foram utilizados como
controles positivos para o teste.

O objetivo da pesquisa foi avaliar a genotoxicidade dos corantes
artificiais amarelo tartrazina e vermelho 40 uma vez que estes corantes sio

utilizados em varios produtos alimenticios.
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2. Material e Métodos

2.1. Agentes Quimicos

O etilcarbamato (CAS 51-79-6), produzido pelo laboratério Fluka, Buchs,
Switzerland, com peso molecular de 89,10, conhecido por uretano. Este agente
quimico foi cedido pelo Dr. Ulrich Graf do Institute of Toxicology ETH and
University of Zurich, Schwerzenbach (Suiga). O cloridrato de Doxorrubicina
(DXR — CAS 23214-92-8) sob a forma de po liofilizado, produzido pelo
Laboratério Eurofarma, Sao Paulo, SP, Brasil. Corante amarelo tartrazina (CAS
— 1934-21-0) (Figura 3) e vermelho 40 (CAS — 25956-17-6) (Figura 4), ambos
doados por M. Cassab Comércio e Industria Ltda. Todos os agentes foram
diluidos em agua destilada estérii no momento do uso, e os frascos com
doxorrubicina foram revestidos com papel aluminio para evitar a

fotodegradagao dos seus constituintes.
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Figura 2: Corante Vermelho 40
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2.2. Linhagens estoques

Foram realizados dois tipos de cruzamentos: Cruzamento padréo (ST —
“Standard Cross”) no qual fémeas virgens da linhagem flare® (fir’/In(3LR) TM3,
ri pP sep 1(3)89Aa bx** e Bd®) foram cruzadas com machos multiple wing hairs
(mwh/mwh) (Graf, et al., 1989); Cruzamento de alta bioativagdo (HB — “High
Bioactivation Cross”), no qual fémeas virgens de linhagem ORR - flare®
(ORR/ORR, FLR*/In(3LR)TMS3, ri p* sep 1(3)89Aa bx** e Bd°), foram cruzados
com machos multiple wing hairs (mwh/mwh) (Graf e Singer, 1992). Destes
cruzamentos nasceram dois tipos de descendentes: trans-heterozigotos
marcados (MH) e heterozigotos balanceados (BH). Esses descendentes sdo
distintos fenotipicamente, devido ao marcador TM3,Bd°. O MH (mwh +/+ fIr®)
apresenta os cromossomos estruturalmente normais, enquanto que o BH (mwh
+/+ TM3, Bd®) apresenta um cromossomo com muiltiplas inversdes (TM3, Bd?3).
O fendtipo do descendente trans-heterozigoto marcado é uma asa normal, com
borda lisa, enquanto que no heterozigoto balanceado, as asas s&o mal
formadas, com aparéncia picotada ou serrilhada, denominadas “serrate”.
(Guzman-Rincon e Graf, 1995)

Nos descendentes heterozigotos marcados (MH), os eventos
mutacionais e recombinacionais levam a formacdo de manchas simples ou
gémeas nas asas de Drosophila melanogaster adultas. Ja nos descendentes
BH, todos os eventos recombinogénicos sao eliminados. Devido a inversao
multipla do balanceador génico, apenas eventos mutacionais podem elevar o
numero de manchas simples (Graf e Singer, 1992). Manchas simples (fendétipo
com pélos mwh ou fir®) sao produzidas por mutacdo de ponto, delegéo, e
recombinagao (crossing-over mitético), enquanto que manchas gémeas
(mancha mwh adjacente a mancha fIr®), sdo produzidas exclusivamente por

recombinacao mitética. (Graf et al., 1984; Frei e Wurgler, 1996)

2.3. Coleta de larvas
A ovoposicéao é realizada em frascos contendo uma base sélida de agar
(3% de agar em agua) e uma camada de fermento biolégico (Sacharomyces

cerevisiae) suplementada de sacarose. As larvas de 3 dias de idade, ja no 3
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estagio de desenvolvimento embrionario, sdo lavadas em agua destilada, e
coletadas com auxilio de uma peneira de malha fina, de metal. Nesta fase, as
larvas foram colocadas em frascos contendo 1,5 g de meio instantédneo (puré
de batata instantdneo da marca Hikari®), ao qual adicionados 5 mL do
componente teste, e submetidas ao tratamento crbénico, no qual as larvas se
alimentam aproximadamente por 48 horas, ou seja, pelo resto de seu

desenvolvimento larval (Graf et al., 1984 e 1989).

2.4. Procedimento Experimental

Os experimentos foram realizados & temperatura média de 25° C e 65%
de umidade relativa. O controle da temperatura é essencial em SMART de asa,
pois afeta a freqliéncia das manchas. Temperaturas mais altas (29,5 C)
aumentam a expressdo de manchas mwh drasticamente (Graf, 1986; Katz e
Foley, 1993).

As larvas foram colocadas em frascos de vidro contendo 1,5g de meio
de cultura alternativo e 5ml de solugdo aquosa dos corantes amarelo tartrazina
e vermelho 40 nas seguintes concentragdes: 1,5, 2,5 e 3,0 mg/mL para
tartrazina e 5, 10 e 20 mg/mL para o vermelho 40. Como controle negativo em
ambos os testes foi utilizada agua destilada e para controle positivo foi utilizado
a doxorrubicina (0,125 mg/mL), para o tratamento com o vermelho 40, e
uretano (10 mM), para o tratamento com a tartrazina. Os testes foram
envolvendo a DXR foram realizados na auséncia de luz e os frascos foram
envolvidos com papel aluminio para evitar a fotodegradagao do produto.

As larvas foram expostas aos agentes por um periodo de,
aproximadamente 48 horas (tratamento crénico), periodo o qual elas sobem as

paredes dos frascos, passando para o estagio de pupa.

2.5. Preparagéo e Analise Microscopica das asas

Apoés a eclosdo das pupas, as moscas adultas surgidas s&o coletadas
e conservadas em etanol 70%. As asas das moscas sao retiradas do etanol,
embebidas em solugao de Faure (30 g de goma arabica, 20 mL de glicerol, 1,5
g de hidrato de cloral e 50 mL de agua destilada) e estendidas sobre uma

lamina seca. Estas laminas sado secadas por 24 horas sobre placa aquecedora
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(+ 40° C). Apos, sdo colocadas as laminulas e sobre estas, um peso de + 400 g
por mais de 48 horas (Graf et al., 1984).

As laminas s&o analisadas em microscopio Optico de luz (400 X
magnificacdo). S&o registrados o tamanho (numero de células afetadas) e o
tipo das manchas (simples mwh ou fI’ e manchas gémeas) e a posicdo em
que se encontram na asa (Graf et al., 1984).

O registro dessa frequéncia e tamanho de diferentes manchas permite
a determinagdo  quantitativamente dos efeitos  mutagénicos e

recombinogénicos.

2.6 Andlise estatistica

A analise estatistica dos experimentos, para a verificagdo de uma
possivel agcdo genotoxica dos corantes artificiais tartrazina e vermelho 40 foi

realizada por meio do teste descrito por Frei e Wurgler (1988).

25



3. Resultados e discussao

As Tabelas 1 e 2 mostram as freqiéncias de manchas mutantes
observadas nos descendentes trans-heterozigotos (MH) e nos descendentes
balanceador-heterozigoto, do cruzamento padrdo (ST) e alta bioativagado
metabdlica (HB). Pode-se observar que o quimioterapico doxorrubicina (DXR) e
o uretano (URE) exerceram seu efeito genotdxico aumentando o numero de
manchas mutantes, em relagdo ao controle negativo, agua. Este aumento &
estatisticamente significativo (a = 0,05) em todas as classes de manchas.

Na Tabela 1 sdo apresentados os resultados das frequéncias de
manchas mutantes, em ambos os descendentes, expostos ao corante amarelo
tartrazina. Nos descendentes ST houve um aumento significativo (a = 0,05) de
manchas pequenas na concentracdo 2,5 mg/mL. Nos descendentes HB nao
houve aumento significativo de manchas, nos individuos expostos as trés
concentracdes.

Os resultados obtidos mostram que a tartrazina possui acao direta, uma
vez que houve aumento de manchas no cruzamento ST e ndo houve este
aumento no cruzamento HB. A genotoxicidade da tartrazina foi também
demonstrada por Tripathy et al. (1989) em Drosophila melanogaster e por
Sasaki et al. (2002), em ratos, com doses proximas as recomendadas pela
ADI’s.

No estudo conduzido por Tripathy et al. (1989) a tartrazina nao
apresentou efeito genotoxico em larvas de 48 horas, porém a dose utilizada
pelos autores (0,012 e 0,06 mg/ml) foi menor que a utilizada neste trabalho. Ja
em larvas de 72 horas obtiveram-se resultados positivos. Os autores
concluiram que a tartrazina possui efeito genotoxico com agdo direta apos
exposigao prolongada ao composto.

Neste trabalho foram utilizadas doses maiores que a utilizada por
Tripathy et al (1989) e a tartrazina mostrou efeito genotdxico nas larvas
expostas ao composto por 48 horas.

No estudo realizado por Sasaki et al. (2002) ratos foram expostos a
varias concentragdes de tartrazina (1 a 2000 mg/kg) por dois periodos de
tempo distintos (3 e 24 horas) e esta mostrou sua genotoxicidade a partir de 10

mg/kg independente do periodo de exposi¢ao ao produto.
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Conclui-se, entédo, que a tartrazina possui efeito genotéxico e em baixas
concentracgoes este efeito surge a partir de exposi¢ao prolongada ao produto.

A Tabela 2 mostra a frequéncia de manchas mutantes observados em
ambos os cruzamentos, ST e HB nas moscas expostas ao vermelho 40. Nos
descendentes do cruzamento ST ndo houve um aumento significativo (a =
0,05) de manchas, nos individuos expostos as trés concentragoes.

No cruzamento HB houve aumento significativo de manchas pequenas
nas concentragcées de 10 e 20 mg/mL. Nas concentragées de 5 e 10 mg/mL
este aumento correspondeu ao total de manchas.

Muitos compostos sdo convertidos a metabdlitos altamente reativos
pelas enzimas oxidativas, que sao principalmente as enzimas da super-familia
do citocromo P-450. Dessa forma, através da introducdo de um ou mais
grupamentos hidroxila no substrato, um pré-carcinégeno pode tornar-se
carcinégeno (Gregory, 1986).

As moscas obtidas do cruzamento HB possuem esta familia de enzimas
do citocromo P-450. Assim, através dos resultados obtidos conclui-se que o
corante vermelho 40 n&o possui agao direta, uma vez que ndo houve aumento
significativo de manchas no cruzamento padrdo. Mas, ao ser biotransformado
por este conjunto de enzimas torna-se um agente capaz de induzir a
genotoxicidade nas doses estudadas.

Um dos compostos derivados da biotransformagéo do corante Laranja Il
€ o0 1-amino-2-naftol que induziu tumores na bexiga (Chung et al., 1978). A
reducdo do vermelho 40 produz o 1-amino-2-naftol-6-acido sulfanilico, esta
amina aromatica (Moutinho, Bertges e Assis, 2007) possui estrutura
semelhante ao metabdlito reativo obtido pelo corante Laranja Il. Assim pode-se
sugerir que este metabdlito possa ser o responsavel pela genotoxicidade, apos
a biotransformacéao do corante vermelho 40.

Os corantes azoicos sao degradados por microorganismos e € possivel
que a toxicidade e/ ou os efeitos carcinogénicos podem ser devidos aos
produtos degradados a partir dos corantes (Chung et al., 1978 e Dykes et al.,
1994).

A carcinogenicidade dos corantes azodicos pode ser devido ao préprio
corante, como foi mostrado através dos resultados obtidos com o corante

tartrazina ou por aminas aromaticas geradas durante a biotransformagao
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redutiva das ligagbes dos corantes azdicos, que foi evidenciado pelos
resultados com o corante vermelho 40. Nos mamiferos, os corantes azodicos
sdo transformados em aminas aromaticas pelo citocromo P-450 e por uma
redutase dependente de flavina (Chung, et al., 1978 e Gregory, 1986).

Foi realizada a analise dos descendentes balanceadores-heterozigotos
(BH) o que evidenciou que tanto a tartrazina quanto o vermelho 40 nao possui
atividade recombinogénica. Estes dados sdo mostrados nas Tabelas 1 e 2,
respectivamente.

Podemos concluir que nas condi¢gdes experimentais delineadas neste
experimento, os corantes artificiais tartrazina e vermelho 40 apresentam
atividades genotdxicas em Drosophila melanogaster. A tartrazina atua como
agente genotdxico direto, ndo necessitando de ativagdo metabdlica. O
vermelho 40, por sua vez, atua como genotdxico indireto, necessitando de

bioativacao pelas enzimas citocromo P-450.
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Tabela 1. Frequéncia de manchas mutantes, observadas nos descendentes trans-heterozigotos e balanceadores heterozigotos de Drosophila
melanogaster do cruzamento padrdo (ST) e alta bioativagdo (HB), tratados com corante artificial Tartrazina em trés diferentes concentragées
Manchas por individuo ( n°. de manchas ) diag. estatistico®

Tratamento N. de MSP MSG MG ™ Total de
moscas (1-2 céls)® (>2 céls)® manchas
(N) m=2 m=5 m=5 m=2 mwh° (n)
ST
mwh/fir®
Contr. Neg 20 0,45 (09) 0,05 (01) 0,00  (00) 0,50  (10) 10
URE 10mM 20 2,60 (52 + 005 (01) i 0,0 (02) i 2,75  (55) + 55
Tartrazina 1,5 mg/mL 20 0,35 ©07) - 025 (05 i 010 (02) i 070  (14) i 14
Tartrazina 2,5 mg/mL 20 1,00 (200 + 005 (01) i 000 (00) i 1,05  (21) + 21
Tartrazina 3,0 mg/mL 20 0,65 (13) i 0,0 (02) i 000 (00) i 075  (15) i 15
mwh/TM3
Contr. Neg 10 0,40 (04) 0,00  (00) d 040  (04) 4
URE 10mM 20 1,05 (1) + 0,00 (00) i 1,05  (21) + 21
Tartrazina 2,5mg/mL 20 0,50 (10) i 005 (01) i 055  (11) i 11
HB
mwh/fir®
Contr. Neg 20 1,10 (22) 0,20 (04) 0,00 (00) 1,30 (26) 26
URE 10mM 20 535  (107) + 1,70 (34) + 045 (09) + 750  (150) + 148
Tartrazina 1,5 mg/mL 20 0,85 (A7) - 005 (01) - 005 (01) i 095  (19) - 19
Tartrazina 2,5 mg/mL 20 0,15 (03) - 000 (00) - 010 (02) i 025  (05) - 5
Tartrazina 3,0 mg/mL 20 0,85 (17) - 005 (01) - 0,00 (00) i 090 (18) - 18

? Diagndstico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. M, fator de multiplicagio para a avaliagéo de resultados significativamente negativos.
Niveis de significancia a = b = 0,05.

® Incluindo manchas simples fir’raras.

° Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.

¢ Apenas manchas simples mwh podem ser observadas nos individuos heterozigotos mwh/TM3, ja que o cromossomo balanceador TM3 n3o contém o gene mutante fir.
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Tabela 2. Frequéncia de manchas mutantes, observadas nos descendentes trans-heterozigotos e balanceadores heterozigotos de Drosophila
melanogaster do cruzamento padréo (ST) e alta bioativagdo (HB), tratados com corante artificial Vermelho 40 em trés diferentes concentracdes
Manchas por individuo ( n°. de manchas ) diag. estatistico’

Tratamento N. de MSP MSG MG ™ Total de
moscas (1-2 céls)® (>2 céls)® manchas
(N) m=2 m=5 m=5 m =2 mwh° (n)
mwh/fir®
ST
Contr. Neg 31 0,65 (20) 0,03 (01) 0,00 (00) 0,68 (21) 21
DXR 0,125 mg/mL 25 3,76 (94) + 360 (90) + 3,64 (91) + 11,00 (275) + 268
VER405mg/mL 22 0,50 (11) i 014 (03) i 0,00 (00) i 064 (14) - 13
VER 40 10 mg/mL 17 0,88 (15) - 0,06 (01) i 0,00 (00) i 094 (16) i 16
VER 4020 mg/mL 9 1,00 (09 i 011 (01) i 0,00 (00) i 1,11 (10) i 10
HB
Contr. Neg 18 0,67 (12) 0,11 (02) 0,00 (00) 0,78 (14) 14
DXR 0,125 mg/mL 17 4,35 (74) + 153 (26) + 2,41 (41) + 829 (141) + 139
VER405mg/mL 12 1,25 (15) i 025 (03) i 0,00 (00) i 1,50 (18) + 18
VER 40 10 mg/mL 20 1,50 (30) + 0,05 (01) i 0,05 (01) i 160 (32) + 32
VER 40 20 mg/mL 21 1,29 (27) + 0,05 (01) i 0,00 (00) i 1,33 (28) i 28
mwh/TM3
Contr. Neg 10 0,40 (04) 0,00 (00) d 0,40 (04) 4
DXR 0,125 mg/mL 18 0,61 (11) i 0,00 (00) i 0,61 (1) i 11
VER405mg/mL 18 0,17 (03) - 0,00 (00) i 0,17 (03) - 3
VER 40 10 mg/mL 20 0,35 (07) i 0,00 (00) i 0,35 (07) i 7

? Diagndstico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. M, fator de multiplicagio para a avaliagio de resultados significativamente negativos.
Niveis de significancia a = b = 0,05.

® Incluindo manchas simples fir’raras.

° Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.

¢ Apenas manchas simples mwh podem ser observadas nos individuos heterozigotos mwh/TM3, ja que o cromossomo balanceador TM3 n3o contém o gene mutante fir.
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