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1 INTRODUCAO GERAL

Aditivo alimentar é qualquer ingrediente adicionado aos alimentos intencionalmente,
sem 0 proposito de nutrir, com o objetivo de modificar as caracteristicas fisicas, quimicas,
bioldgicas ou sensoriais do alimento (OLIVEIRA et al., 2014). Dentre os aditivos alimentares,
0s corantes sdo atualmente os mais utilizados pela populacdo. Os mesmos sdo
abundantemente utilizados pelas inddstrias de alimentos, visando principalmente conferir,
restaurar ou intensificar a cor dos alimentos (PRADO E GODOQY, 2007), proporcionando
uma aparéncia agradavel aos olhos apds o seu processamento, possibilitando aumentar o
namero e a variedade de produtos industrializados com varias tonalidades, ja que a cor é uma
das primeiras qualidades sensoriais pelas quais os alimentos séo julgados pelos consumidores,
sendo associada com a qualidade e sabor (PIASINI et al., 2014).

Em meados do século XIX, os corantes disponiveis eram de origem animal, vegetal ou
mineral e os pigmentos naturais foram progressivamente sendo substituidos por corantes
sintetizados, submetidos as disposicdes legais proprias de cada pais (Piasini et al., 2014). No
Brasil, de acordo com a Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2017) é permitido o uso
de 11 corantes artificiais (Amaranto, Vermelho de ritrosina, Vermelho 40, Ponceau 4R,
Amarelo crepusculo, Amarelo tartrazina, Azul de indigotina e Azul brilhante, Azorrubina,
Verde rapido e Azul patente V). Dos corantes apresentados destaca-se 0 amarelo Tartrazina
ou Tartrazina (TRZ) devido sua associacdo a reacOes adversas (urticaria, asma,
hiperatividade) em consumidores, além de suas controvérsias em relacdo aos seus possiveis
efeitos toxicologicos em diferentes organismos (POUL et al., 2009).

A toxicidade dos corantes sintéticos e 0s riscos que estes podem causar a saude é
objeto de discussdo atualmente. Problemas de salde, como alergias, rinite, broncoconstri¢éo,
hiperatividade, além de causar alteragdes cromossdmicas e possivelmente neoplasias, tém
sido reportados pela literatura, relacionando—os ao uso de corantes (DWIVEEDI et al., 2015).
O corante Tartrazina, por exemplo, tem potencial expressivo para causar distirbios de
hipersensibilidade, afetando de 0,6% a 2,9% da populacdo, com maior incidéncia em
individuos intolerantes aos salicilatos ou nos individuos atopicos (POLONIO et al., 2009).

De todos os aditivos alimentares utilizados na industria alimenticia nacional e
mundial, os corantes alimentares sdao os mais genotoxicos (SASAKI et al., 2002). Em paises
demasiadamente industrializados a ocorréncia de cancer intestinal torna-se comum, podendo
existir a possibilidade de estar ligado diretamente ao consumo demasiado de alimentos com

corantes como, por exemplo, a Tartrazina (SASAKI et al.,, 2002). Assim, os aditivos
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alimentares vém sendo alvo de estudos e tém despertado o interesse dos pesquisadores nao
somente pelas suas caracteristicas benéficas ao processamento e venda de um determinado
produto, mas também pelo seu potencial toxico, podendo ocasionar desde alergias até o
desenvolvimento de instabilidades genéticas levando a carcinogénese (SANTOS e NAGATA,
2005).

Algumas pesquisas mostram os efeitos toxicogenéticos da Tartrazina, onde a mesma
pode interagir com o DNA, induzir o estresse oxidativo por formacéo de radicais livres, danos
ao DNA e alteracGes cromossdmicass em algumas céelulas de mamiferos (POUL et al., 2009;
MPOUNTOUKAS et al., 2010), podendo também além de estimular o processo mutagénico
causar a diminuicdo da viabilidade celular (DEMIRKOL et al., 2012). A grande problemética,
nesse caso, além da utilizacdo do corante, principamente por criancas que Sdo principais
consumidores de alimentos coloridos (MEHEDI et al., 2013) é a questdo da concentracdo
desse composto nos alimentos que muitas vezes, observa-se 0 uso excessivo em diversos
produtos alimenticios (KASHANIAN e ZEIDALLI, 2011).

Portanto, apesar do controle exigido por lei, a utilizacdo de aditivos alimentares, tais
como, a Tartrazina continua levantando uma séria de davidas quanto a toxicidade e suas
concentragfes ideais, uma vez que na literatura, artigos com esse impeto ainda sao
controversos 0 que justifica a realizacdo desse presente trabalho que teve como objetivo
principal a avaliagdo citotdxica, genotéxica e mutagénica in vitro do corante Tartrazina em

diferentes tipos de células eucarioticas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Alimentacdo como fator de risco para cancer

O cancer ¢ uma neoplasia que pode resultar da interacdo entre fatores genéticos e
ambientais bem como por alteracGes quimicas enddgenas e infeccdes virais. A transformacao
de uma célula normal para uma célula tumoral é um processo de varios estagios que pode
levar a lesbes pré-cancerosas e neoplasias malignas (AMERICAN CANCER SOCIETY,
2017). Varios fatores relacionados ao céncer acarretam em instabilidades genéticas que é
comumente envolvida em alterac6es do genoma durante o ciclo de vida das células sendo uma
das forcas principais para o inicio do processo de formacdo das células tumorais (SYEED et
al., 2014). Com o crescente aumento populacional e o envelhecimento continuo da populagéo,
o perfil epidemioldgico do cancer tem sofrido alteracBes, afetando significativamente o
impacto das neoplasias no cenario mundial (VERAS, 2007). O estilo de vida da sociedade
moderna contribui para aumentar a exposicdo da populacdo a alguns fatores ambientais,
nutricionais, quimicos e hormonais potencialmente carcinogénicos (SOUSA, 2017).

Dentre as principais fontes de exposicdo do homem a agentes mutagénicos e/ou
carcinogénicos pode-se citar a dieta, seja pela propria composicdo dos alimentos ou pelo seu
preparo, uso de tempero, corantes e outros aditivos ou de contaminantes presentes nos
mesmos (DUSMAN, 2012). Muitos componentes da alimentacéo tém sido associados com o
processo de desenvolvimento do céancer, principalmente cancer de mama, colon (intestino
grosso) reto, prostata, es6fago e estbmago (INCA, 2014).

A ingestdo de alimentos é uma das principais vias de exposicdo do homem a diferentes
compostos, visto que uma mistura complexa de agentes quimicos é encontrada na dieta.
Algumas das substancias presentes em determinados alimentos podem induzir mutagdes no
DNA e podem favorecer o desenvolvimento de tumores (ANTUNES e ARAUJO, 2000;
HERCEG, 2007). Substancias potencialmente mutagénicas e/ou carcinogénicas estdo
presentes nos mais diferentes contextos, como nos medicamentos, plasticos, detergentes,
tintas, cosmeéticos, roupas, agrotoxicos, produtos de limpeza e desinfeccdo, em ambientes
rurais e industriais, além da poluig&o tipica dos grandes centros urbanos (GRISOLIA, 2005).

Os habitos alimentares veem sofrendo grandes modificagdes ao longo do tempo onde
alimentos in natura estdo sendo gradativamente substituidos por alimentos industrializados.
Esse fato tem gerado questionamentos e preocupacdes quanto a seguranga do emprego de
aditivos alimentares (DALL’AGNOL et al., 2013; POLONIO e PERES, 2009). E evidente a
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importancia dos aditivos sob o ponto de vista tecnoldgico na producdo de alimentos. Porém, é
necessario estar atento aos possiveis riscos toxicologicos que podem ser acarretados pela
ingestdo frequente dessas substancias (POLONIO, 2010). Distintas pesquisas tém mostrado
reacOes toxicas incididas pelos aditivos, quer seja aguda ou crénica, que desencadearam
processos alérgicos, alteragdes neurocomportamentais e, em longo prazo, neoplasias (DI
LORENZO et al., 2002; GUIMARAES 2010; MOUTINHO et al., 2007).

Além de a dieta ter sofrido modificacdes ao longo do tempo, a tecnologia aplicada
pela industria de alimentos com o intuito de aumentar o tempo de vida util desses produtos
tem gerado questionamentos quanto & seguranca do emprego de aditivos alimentares,
fundamentalmente quando se trata de corantes artificiais (SANDHI, et al., 2005). Foi
analisada a qualidade dos doces em massa do tipo junino quanto a identidade, por meio da
pesquisa de elementos histolégicos e corantes organicos artificiais, presenca de matérias
estranhas e rotulagem. Das 15 amostras coletadas no comércio, nove (60%) foram condenadas
devido a presenca de corantes organicos artificiais, e duas por rotulagem incompativel com a
legislacdo vigente. O corante amarelo crepusculo foi encontrado em 23,3% da amostra,
seguido do ponceau 4R (13,3%) e do amarelo tartrazina (10%). Segundo o0s autores, a
legislacdo brasileira ndo permite a adicdo de corantes em doce em pasta (Resolugéo
Normativa n° 09/78). Dessa forma, 0 emprego de corantes configurou fraude. (FREITAS, et
al., 2006).

A alimentacdo e a nutricdo inadequadas sdo classificadas como a segunda causa de
cancer no mundo, o qual pode ser prevenido. Sdo responsaveis por até 20% dos casos de
cancer nos paises em desenvolvimento, como o Brasil, e por aproximadamente 35% das
mortes pela doenca. A alimentacdo pode desencadear o desenvolvimento de neoplasias pelo
excesso de consumo de alimentos que provocam alteracdes celulares e genéticas que levam ao
cancer, como por exemplo: gorduras saturadas, alimentos industrializados, agucares refinados,
aditivos alimentares dentre outros. (MEDEIROS, 2009). Caso a populagdo adotasse
uma alimentacdo saudavel e a pratica regular de atividade fisica, mantendo o peso
corporal adequado, aproximadamente um em cada trés casos dos tipos de cancer mais comuns
poderiam ser evitados. Ou seja, para cada 100 pessoas com cancer, 33 casos poderiam ser
prevenidos (INCA, 2017).

2.2 Aditivos alimentares e 0s riscos a saude
Os aditivos alimentares sdo sustancias quimicas que formam um grupo bastante

heterogéneo de substancias que se classificam, de acordo com sua funcdo em: agentes


http://www2.inca.gov.br/wps/wcm/connect/cancer/site/prevencao-fatores-de-risco/atividade-fisica
http://www2.inca.gov.br/wps/wcm/connect/cancer/site/prevencao-fatores-de-risco/peso-corporal
http://www2.inca.gov.br/wps/wcm/connect/cancer/site/prevencao-fatores-de-risco/peso-corporal
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conservantes (antioxidantes ou antimicrobianos), acidulantes, emulsificantes, estabilizantes,
espessantes, umectantes, antiumectantes, corantes, flavorizantes (realcadores de sabor) e
adocantes (AUN et. al., 2011).

Com o advento da vida moderna, cada vez mais esses aditivos alimentares vem sendo
empregados. Atualmente, é quase impossivel encontrar um alimento sem aditivos (AUN et
al., 2011). No entanto, por se tratarem de substancias quimicas intencionalmente adicionadas
aos alimentos, torna-se fundamental conhecer suas propriedades, de maneira a garantir seu
uso adequado e seguro. Apesar de sua ampla utilizacdo, sdo substancias capazes de
desencadear reacOes adversas como qualquer outra droga. H& uma controvérsia em relacdo a
prevaléncia, manifestacfes clinicas e mecanismos de acdo das reacGes provocadas pelos
aditivos alimentares (WILSON et al., 2005).

Segundo a ANVISA, o emprego de aditivos justifica-se por razBes tecnoldgicas,
nutricionais ou sensoriais. A avaliacdo dos aditivos alimentares no ambito mundial é baseada
no controle das IDAs (Ingestdo Diaria Aceitavel), desenvolvida pelo Comité de Expertos em
Aditivos Alimentares (POLONIO et al., 2009). Os questionamentos quanto & seguranca do
emprego de aditivos alimentares, tais como os corantes artificiais, s6 aumentar devido a
utilizacdo inadequada dos mesmos bem como seis efeitos adversos ao organismo humano
(MOUTINHO et al., 2007).

Vaérios estudos ja buscaram demonstrar as reacdes adversas que 0s corantes ocasionam
em seres humanos. O monitoramento da quantidade destes em alimentos tem, continuamente,
contribuido para alertar quanto ao consumo consciente desses produtos alimenticios.
(GOUVEIA, 2006). Quando o assunto ¢ a qualidade dos corantes artificiais existem diferentes
opinides, consequentemente, paises e regides diferentes permitem o uso distinto de corantes e
em quantidades diferentes. Com o aumento do consumo de alimentos industrializados
consequentemente hd o aumento do consumo de diversos aditivos alimentares entre eles 0s
corantes. Desde que obedecam aos percentuais estabelecidos pela ANVISA e/ou pelo Codex
Alimentarius suas utilizacGes € permitida. Estes estabelecem para cada aditivo a quantidade
diaria aceitavel de ingestdo (IDA) no qual os aditivos passam a ser inofensivos.

Todos os corantes artificiais permitidos pela legislacdo brasileira ja possuem valores
definidos de IDA, (ANVISA, 2017) embora esses valores estejam sujeitos a alteracOes
continuas dependendo dos resultados de estudos toxicoldgicos. O comité de peritos da FAO
(Food and Agriculture Organization) e da OMS (Organizacdo Mundial da Salde) para
aditivos alimentares, o JECFA (Joint Expert Committee on Food Additives), recomenda que

0s paises verifiquem sistematicamente o consumo total de aditivos permitidos, através de
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estudos da dieta de sua populagdo, para assegurar que a ingestdo total ndo ultrapasse 0s
valores determinados na IDA (Machado, 2010). Os estudos sobre os efeitos nocivos causados
pelos corantes artificiais a salde sdo insuficientes e bastante contraditorios. Os corantes
podem causar desde simples urticarias, passando por asmas e reagdes imunoldgicas, chegando

até ao cancer em animais de laboratérios (ELHKIM et al., 2007).

2.3 Corantes artificiais

A utilizacdo de corantes artificiais € sem ddvida um dos mais polémicos avangos
alcancados pela indlstria de alimentos. Ainda existem diferentes opinibes quanto a
inocuidade dos diversos corantes artificiais. Visando, principalmente, o controle no uso dos
corantes sintéticos, mas tendo em vista que produtos coloridos artificialmente sdo exportados
e importados, a analise desses aditivos requer métodos eficientes e rapidos para a deteccéo,
identificacdo e quantificacdo (PRADO e GODOY, 2003). Sdo produzidas mundialmente,
aproximadamente 700.000 toneladas/ano de 10.000 diferentes tipos de corantes e pigmentos,
fazendo parte dos processos industriais das mais diversas areas (HABIBI et al., 2005; Freitas,
2012).

De acordo com a Resolugdo n.° 44, de 25 de novembro de 1977, da Comisséo
Nacional de Normas e Padrdes para Alimentos (CNNPA) do Ministério da Salde, é
considerado corante alimenticio a substancia ou mistura de substancias que possuem a
propriedade de conferir ou intensificar a coloracdo de alimento (e bebida). N&o sao incluidos
nessa categoria 0s sucos, extratos de vegetais e outros ingredientes utilizados na elaboragéo de
alimentos que ja possuam Anais na coloracao prépria, a menos que haja uma adicdo de uma
substancia com a finalidade de intensificar a coloracdo propria do produto (VELOSO, 2012).

As civilizagbes antigas j& tinham o habito de retirar substancias da natureza para
colorir seus alimentos, e assim melhorar sua aparéncia. Egipcios adicionavam extratos
naturais e vinhos para melhorar a aparéncia de seus produtos. Muitas substancias de origem
animal, vegetal ou mineral utilizadas como especiarias e condimentos, ja tinham o objetivo de
colorir os alimentos, mas foram gradualmente substituidas por outras com o objetivo
especifico de conferir cor (PRADO e GODOQY, 2003). Com a descoberta dos corantes
sintéticos nos séculos XVIII e XIX, bem como da influéncia da cor na aparéncia e,
consequentemente, de uma maior aceitagdo dos produtos pelos consumidores, o interesse das
industrias pelo uso dos corantes artificiais aumentou, inclusive na tentativa de mascarar

alimentos de baixa qualidade. Desde entdo, os corantes sintéticos foram cada vez mais usados,



16

especialmente por apresentarem maior uniformidade, estabilidade e poder tintorial em relacdo
as substancias naturais, incentivando novas descobertas (HANSEN, 2006).

As cores estdo intimamente ligadas a varios aspectos da nossa vida e sdo capazes de
influenciar as nossas decisfes do dia-a-dia, principalmente, as que envolvem os alimentos. A
aparéncia, seguranca, caracteristicas sensoriais e aceitabilidade dos alimentos sdo todas
afetadas pela cor. A cor pode afetar outras caracteristicas sensoriais e essa inter-relacdo pode
influenciar no aceite ou ndo do alimento (FENNEMA, 2010). A cor influencia no sabor, na
aceitabilidade e, consequentemente, na preferéncia por certos alimentos e bebidas (CASE et
al., 2005).

Na Franca, avaliou-se a segurangca do consumo do corante tartrazina a partir de uma
revisao sistematica de estudos experimentais. O consumo tedrico maximo estimado de
tartrazina foi de 14,5% e 37,2% da IDA (7,5 mg/kg de peso corporal) para adultos e criancas,
respectivamente. Quanto a associa¢do do consumo de tartrazina e efeitos adversos a saude, 0s
autores acreditam que a mesma € superestimada, e 0s mecanismos patogénicos ainda ndo
foram suficientemente estudados e definidos. (ELHKIM, et al., 2007).

No Japdo, com base na técnica do ensaio cometa, foram avaliados se os aditivos
alimentares mais consumidos no pais induziam danos no DNA dos ratos. A administracdo dos
aditivos foi oral em até 0,5 x LD50 ou na dose limite de 2.000 mg/kg. O estudo demonstrou
danos no DNA em 6rgdos de ratos provocados por alguns aditivos. O corante tartrazina na
dose > 10mg/kg induziu danos no DNA do estomago e célon. Ja o amaranto (100 mg/kg),
provocou danos no DNA da bexiga. Os corantes: amarelo crepUsculo, azul brilhante e carmin

ndo acarretaram danos estatisticamente significativos (INOUE et al., 2006).

2.4 Tartrazina

Levando em consideracdo que o aspecto visual € um importante fator para que um
produto seja selecionado e escolhido pelo consumidor, os corantes tornam-se aditivos
qguimicos importantes para as industrias de alimentacdo na conquista do mercado
(SHUMANN et al., 2008). Em contrapartida existem estudos que visam demonstrar as
reacOes adversas que podem ocorrer em decorréncia do seu uso. Logo, 0 monitoramento dos
teores de corantes em alimentos tem contribuido para um consumo consciente. (PRADO e
GODOQY, 2007). Todavia, opiniGes divergem quanto a inocuidade dos diversos corantes

artificiais. Portanto, pode haver o uso diferenciado de corantes em paises ou regides distintas,
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que podem permitir o0 emprego destas substancias em quantidades diferentes, devido a seu
maior ou menor consumo na dieta da populacdo (HAMERSKI et al.,, 2013).

Quando se leva em consideracdo os corantes artificias que mais causam neoplasias,
alergias e espasmos, a Tartrazina é a que mais se destaca. O mesmo da coloracdo amarela a
doces, sucos, mostarda, refrigerantes, gelatinas, medicamentos, cosméticos, entre outros. O
Joint Expert Committee on Food Additives (JECFA) determinou a ingestdo diaria aceitavel
(IDA) para a Tartrazina em até 7,5 mg/kg de peso corpdreo. Ja as quantidades permitidas nos
alimentos variam conforme o produto. Para bebidas ndo alcodlicas gaseificadas e néo
gaseificadas, é permitida a utilizacdo de Tartrazina na quantidade méxima de 0,01 g/100mL.
Para gelados comestiveis, a quantidade maxima é de 0,015 g/100mL (ANVISA, 2007).

O amarelo tartrazina tem destaque quando se fala em corantes causadores de
alteracdes humanas (PERES, 2009). O mesmo tem sido alvo de estudos de mutagénese e
carcinogénese por produzir, como todos 0s corantes azoicos, uma amina aromética acido
sulfanilico, ap6s ser metabolizado pela microflora gastrintestinal (MOUTINHO et al.,, 2007).
A Tartrazina induz ao dano no DNA em estdmago, colon e/ou bexiga urinaria com dose de 10
mg.kg-1. Esta dose é proxima a aceitavel para o consumo pela IDA (SASAKI et al., 2002).
Sob o ponto de vista tecnolégico, os aditivos assumem papel importante na producdo de
alimentos. No entanto, deve haver uma preocupagdo maior no que se refere aos riscos
toxicologicos provocados pela ingestdo diaria dessas substancias (POLONIO e PERES,
2009).

2.5 Modelos de estudo para 0 monitoramento toxicogenético

2.5.1 Bioensaios de letalidade em Artemia salina

A avaliacdo de citotoxicidade é indispensavel para considerar a utilizacdo de um
composto quimico seguro. Compostos sintéticos sdo quase sempre toxicos em altas doses.
Portanto, a avaliacdo da letalidade em um organismo animal menos complexo pode ser usada
para um monitoramento simples e rapido de um composto quimico. O ensaio de letalidade
para larvas de Artemia salina tem sido introduzido na rotina de muitos grupos de pesquisa
envolvidos com isolamento, purificacéo e elucidacdo estrutural, j& que muitos laboratorios de
pesquisa ndo estdo preparados para a realizacdo de ensaios biolégicos (RUIZ et al., 2005).
Esta metodologia se popularizou como bioensaio principalmente a partir da década de 90
(LHLLIER; HORTA; FALKENBERG, 2006).
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O teste de citotoxicidade com esse microcrustaceo (Figura 01) é um método simples
na pesquisa toxicologica (MEYER et al., 1982) onde os cistos dos microcrustaceos séo de
baixo custo e facilmente encontrados no comércio, além de permanecerem Vidveis por anos
no estado seco, possuindo uma boa correlacdo com testes de toxicidade aguda oral in vivo
(PARRA et al., 2001), quanto em linhagem de células humanas (CARBALHO et al., 2002). O
ensaio determina valores de concentracdo letal média (CL50), em pg/mL, de compostos e
extratos, sendo que inUmeras substancias ativas conhecidas apresentam citotoxicidade por este
teste (MEYER et al., 1982).

Figura 01: Cistos (A) e o processo de crescimento e diferenciagdo (B) do microcrustaceo A. salina

Fonte: <https://br.pinterest.com/pin/551479916862349905>, 2017.

2.5.2 Bioensaio Allium cepa

Sistemas testes vegetais sdo de grande importancia na avaliacdo de riscos de
genotoxicidade sendo enfatizado que apesar das diferencas entre os metabolismos de plantas e
animais, ha também similaridades, e que a ativacao de pro-mutagénicos em plantas possui alta
relevancia, pois seres humanos consomem plantas tratadas com agentes quimicos (FISKEJO,
1994). Os estudos citogenéticos de espécies vegetais informam a respeito de possiveis
alteracdes cromossdmicas nas plantas devido a presenca de agentes mutagénicos na sua
composicdo ou decorrentes do seu metabolismo. O estudo dos mutagénicos em nucleos
eucaridticos vem sendo observado através de métodos citoldgicos. A mutacao pode resultar da
acao de compostos quimicos, ambientais e radioativos e da estabilidade intrinseca dos acidos
nucleicos (BAGATINI et al., 2007).

Existe uma variedade de plantas que séo utilizadas para ensaios de toxicidade, no
entanto, uma das mais conhecidas e bem estabelecidas plantas utilizadas em bioensaios

citogenéticos é o Allium cepa. A cebola pode germinar facilmente e as raizes coletadas sdo
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simples de armazenar. Os fatores macroscopicos e microscépicos podem ser avaliados nessa
espécie sem muito esforgo (LIMAN, 2013). Finalmente, é importante observar que existe uma
relacdo entre os resultados obtidos a partir de bioensaios de plantas e outros sistemas de
ensaio (FIRBAS; AMON, 2013; MAITI et al., 2013), o que aumenta a sua utilidade (Figura
2).

Figura 02: Método esquematico utilizado para andlise das células meristematicas do Allium cepa.

FIXAR EM SOLUCAO
ﬂ CARNOY
(3 etanol : 1 acido
acético) por 24 HS

4

Allium cepa Crescimente das raizes CONSERVAR EM SOLUGAO
substincias DE ETANOL 70%
testadas (24, 48
72 heras)
REATIVO DE SCHIFF HIDROLISE ACIDA COM
= POR2H (Frascos ambar) € INHCL PORTIMIN +1 <=
Lavagem

Lavagem das raizes com

agua corrente até retirada do Lavagem das raizes com

reative Agua destilada (3 banhos

‘ deSminc:da)
= wu = N m— o iy

C'ort\e”da 2 gotas de carmim Cobrir com laminula e Anilise de 5000
regiio acético 2% técnica de esmagamento eclulas — 1000X
meristemaitica Fiskesjo (1985)

Fonte: Arquivo pessoal

Plantas superiores, como Allium cepa, tém sido amplamente utilizadas em testes de
genotoxicidade para detectar e avaliar a influéncia de substancias em um organismo (ARYA,
MUKHERJEE, 2014). O Programa Internacional de Seguranca Quimica (IPCS -
International Programme on Chemical Safety) e o Programa Ambienal das Nacdes Unidas
(UNEP — United Nations Environment Promgramme) certificaram o bioensaio de Allium cepa
como um método padrdo para 0 monitoramento genotoxico de poluentes ambientais
(RAJESHWARI et al., 2016).

Bioensaios com A. cepa se mostram bastante econémicos, além de bem sensiveis, e 0s
resultados apresentam uma boa correlacdo com sistemas de testes de mamiferos
(HEMACHANDRA; PATHIRATNE, 2016). As raz0es para escolher A. cepa como um
modelo in vivo para avaliar os efeitos toxicos € devido suas raizes poderem crescer em contato
direto com qualquer substancia de interesse, possuirem um numero estavel de cromossomos e
cariotipos, mostrar uma fase mitotica clara, a ocorréncia de danos cromossomicos

espontaneos ser rara, mostrar uma resposta rapida aos materiais genotdxicos, apresentar
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diversidade de morfologia cromossdmica e ser considerado como um teste de baixo custo
(RAJESHWARI et al., 2016; TEDESCO e LAUGHINGHOUSE 1V, 2012).

Na investigacdo de aberragdes cromossémicas, cebolas comuns da espécie A. cepa
constituem sistemas testes bastante adequados para estimar os efeitos nocivos de quimicos,
em fungdo de suas excelentes condigdes cromossdmicas (ABU; EZEUGWU, 2011). A
influéncia de substancias genotoxicas pode ser determinada pela anélise do tipo e frequéncias
de células com metafase, anafase e telofase aberrantes, e também pela determinacdo de
micronucleos nas células em interfase (EL-SHAHABY et al., 2003).

2.5.3 Linhagens de Saccharomyces cerevisiae

Por serem organismos eucariontes unicelulares simples, de facil manuseio, facil
cultivo e rapida multiplicagdo celular, as leveduras de Saccharomyces cerevisiae sao
padronizadas como modelos de pesquisa para analise de propriedades tdxicas e/ou oxidantes
em varias substancias como medicamentos, extratos e compostos quimicos diversos (Figura
03) (HOSTETTER et al., 2012).

Figura 03: leveduras de Saccharomyces cerevisiae em cultura bem como sua visualizagdo em microscopio
de varredura.

Fonte: ZIRPEL et al., 2015.

A Saccharomyces cerevisiae tem sido amplamente utilizada como modelo eucariotico
no estudo da elucidacdo de mecanismos metabdlicos, por conta da semelhanca da sua
maquinaria celular e dos processos metabdlicos desempenhados pela levedura, e da facil
manipulacdo genética (KARATHIA et al., 2011; GONZALEZ-PEREZ et al.,, 2005;
TONGUL; TARHAN, 2016). Além disso, existe uma grande semelhanca entre o sistema de
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defesas antioxidantes da levedura e o sistema de eucariotos superiores (GIANNATTASIO et
al., 2013). Por este motivo, o modelo bioldgico de S. cerevisiae tem sido amplamente
utilizado em estudos do mecanismo de resposta celular a condicGes de estresse, como também
do perfil oxidante/oxidativo de diversos compostos naturais e sintéticos (AZAD et al., 2013;
HOFERL et al., 2014; ODRIOZOLA-SERRANO et al., 2016).

No teste de S. cerevisiae sdo utilizadas linhagens proficientes ou mutadas em suas
defesas antioxidantes, comumente utilizadas na avaliacdo da atividade de compostos, naturais
ou sintéticos, frente aos mecanismos de defesa antioxidante destes organismos. Tendo em
vista que a existéncia de enzimas antioxidantes sdo funcionalmente semelhantes a de
humanos, a extrapolacdo de resultados comparativos quanto a seguranca na liberagdo do uso
de farmacos ou alimentos e a consolidacdo de protocolos terapéuticos torna-se mais eficaz
(OLIVEIRA et al., 2014).
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RESUMO

De todos os aditivos utilizados na industria alimenticia mundial, os corantes sdo 0os mais
genotoxicos. A tartrazina é um corante alimentar liberado para comercializacdo no qual possui
estudos sobre seus efeitos genotdxicos, citotdxicos e mutagénicos ainda controversos e, em
alguns casos, insatisfatorios. Assim, este trabalho avaliou a potencial citétoxico e mutagénico
desse corante alimentar em estudos in vitro. Os bioensaios utilizados foram o teste de brometo
de 3- (4,5-dimetil-2-tiazolil) -2,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT), teste de letalidade com
Artemia salina, teste de Allium cepa e teste oxidante em Saccharomyces cerevisiae.
Diferentes concentracdes do corante com diferentes tempos de exposicdes foram utilizados.
Os resultados demonstraram que a tartrazina possui efeitos toxicos em células animais e
vegetais, além de apresentarem citotoxicidade em células de estdmago normais humanas.
Ademais, mostrou-se mutagenicidade com capacidade de causar clastogenia e distarbios de
fuso mitotico. Porém, seus efeitos toxicogenéticos ndo estdo relacionados com a atividade
oxidante. Esses dados demonstram que a tartrazina pode ser prejudicial a salde e seu uso
prolongado pode desencadear a carcinogénese.

Palavras-chave: Aditivo alimentar, citotoxicidade, mutagenicidade, carcinogénese.
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1.1 Introdugéo

E evidente a importancia dos aditivos alimentares sob o ponto de vista tecnolégico na
producdo de alimentos. Porém, €& necessario estar sempre atento aos possiveis riscos
toxicologicos que podem ser acarretados pela ingestdo frequente dessas substancias (Pol6nio,
2010). Distintas pesquisas tém mostrado reacfes toxicas incididas pelos aditivos alimentares,
quer seja aguda ou cronica, que desencadearam processos alérgicos, alteracOes
neurocomportamentais e, em longo prazo, neoplasias (Guimaraes, 2010). Ainda sdo poucos 0s
estudos de consumo de aditivos alimentares, fato de grande importancia para realizacdo de
pesquisas para avaliacdo da ingestdo dessas substancias e dos seus possiveis efeitos
toxicogenéticos e deletérios que esses aditivos possam causar a nivel celular.

Os corantes artificiais pertencem a uma das classes de aditivos alimentares e tém sido
objeto de muitas criticas, que seu uso em muitos alimentos justifica-se apenas por questdes de
habitos alimentares (Piasini et al., 2014). Ainda existem diferentes opinides quanto a
inocuidade dos diversos corantes artificiais (Prado e Godoy, 2007). Os mesmos sdo
considerados os aditivos mais genotoxicos existentes (Tawfek et al., 2015), principalmente os
pertencentes ao grupo “Azo”, um derivado nitroso capaz de ocasionar reacdes de
hipersensibilidade e tem sido foco de estudos de mutagénese e carcinogénese por produzir,
apo6s ser metabolizado pela microflora intestinal, aminas aromaticas e &cido sulfanilico,
compostos com alto potencial cancerigeno para células humanas (Freitas, 2012).

Dentre os corantes “azo”, a Tartrazina (TRZ) tem enfoque maior para os toxicologistas
e alergistas, sendo relacionada com vérias reacfes adversas, desenvolvendo urticaria, asma
nauseas, eczema, bronquite, renite, broncoespasmos e dor de cabeca (Khayyat et al., 2017).
No entanto, é um dos corantes mais aplicados em alimentos sendo permitido em paises
desenvolvidos, como Canadd, Estados Unidos e Unido Européia (Chequer et al., 2011). Esse
corante sintético € comummente usado para produtos alimentares 0s quais sdéo consumidos
diariamentente (Mittal, Kurup e Mittal, 2007). Entre os alimentos que contém tatrazina estdo
os refrigerantes e bebidas desportivas, batatas aromatizadas, molhos, sorvetes, geléias e
gomas de mascar. A Tartrazina também é encontrada em muitos consumiveis ndo alimentares,
como sabdes, cosméticos, shampoos, vitaminas e certos medicamentos prescritos (Amin,
Abdel hameid e Abdelsttar, 2010). Ademais, ¢ usado em muitos paises em desenvolvimento
como uma alternativa de baixo custo para o acafrdo na culinaria (Mehedi et al., 2009).

Vaérios corantes foram avaliados quanto aos seus efeitos toxicogenéticos e muitos

mostraram resultados significantes para citotoxicidade e mutagenicidade, tais como, azul
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brilhante e vermelho 40 (Oliveira et al., 2013); Amaranto (Anastasio et al., 2016); corante
Green S (Antunes e Aradjo, 2000); bem como a prépria Tartrazina (Soares et al., 2015;
Sekeroglu et al., 2017; Joshi e Katti, 2017). Entretanto, em alguns estudos in vivo, onde 0s
animais receberam Tartrazina em diferentes doses ndo foi demostrado alteracGes citotoxicas
nos tecidos e 0Orgdos nem o desenvolvimento de alteragcbes neoplésicas em animais
experimentais (Bastaki et al., 2017). Por isso, especificamente para o corante em questdo, 0s
estudos permanecem inconclusivos em relacdo aos seus efeitos toxicogenéticos e
concentracgdes viaveis.

Sob o ponto de vista tecnoldgico, os aditivos assumem papel importante na producgao
de alimentos. No entanto, deve haver uma preocupagdo permanente no que se refere aos
riscos toxicologicos provocados pela ingestdo diaria e indiscriminada dessas substancias
(Poldnio e Peres, 2009). Assim, considerando o elevado uso do corante Tartrazina por parte
da populacdo, principalmente por criancas (Anastasio et al., 2016), a escassez de estudos
conclusivos sobre a genotoxicidade desse corante e a necessidade constante de estudos
toxicoldgicos com aditivos alimentares, o presente estudo teve por objetivo avaliar o potencial

citotoxico e mutagénico do corante alimentar Tartrazina em diferentes células eucariontes.

1.2 Material e métodos

1.2.1 Obtencéo do aditivo alimentar e definicdes de concentracdes

A Tartrazina (Figura 01) em pé (CAS 1934-21-0, pureza > 85%) foi adquirida na
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). A mesma, foi diluida em &gua destilada. De acordo
com a Joint Expert Committee on Food Additives (JECFA) as quantidades permitidas nos
alimentos variam para os diferentes produtos. Para as bebidas ndo alcodlicas gaseificadas e
ndo gaseificadas, é permitida a utilizacdo de Tartrazina na quantidade méxima de 150 pg/ml.
O mesmo valor é o permitido para p6 para preparo de bebidas ndo alcodlicas gaseificadas e
ndo gaseificadas. Assim, utilizou-se as seguintes concentragdes: 0,4 mM (213,72 pg/ml); 0,2

mM (106,86 pg/ml) e 0,1 mM (53,42 pug/ml) para avaliacdo citotoxica e mutagénica.
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Figura 01: Estrutura quimica do corante alimentar Tatrazina

SO;Na N——=N COONa

HO N

SO;;Na
Fonte: Mpountoukas et al., 2010

1.2.2 Ensaio Citotoxico de MTT

1.2.2.1 Cultivo das células

As células da linhagem de estomago normal MNO1 foram cultivadas em garrafas
para cultura de células em meio DMEM, suplementados com 10% de soro bovino fetal (SBF)
e 1% de antibidticos (penicilina/estreptomicina), mantidas em estufa com atmosfera de 5% de
CO, a 37°C. Diariamente, foi acompanhado o crescimento celular com a utilizacdo do
microscopio de inversdo. O meio foi trocado sempre que o crescimento celular atingiu a
confluéncia necessaria para a renovagdo dos nutrientes ou para realizacdo dos experimentos.
Para a manutencdo das células, o meio contido na garrafa foi desprezado, as células foram
lavadas com PBS 1x e adicionado tripsina durante 5 minutos para que as células que formam
uma monocamada soltem da parede da garrafa, em seguida a tripsina foi inativada com o

meio de cultura, as células foram removidas e entdo adicionado 0 novo meio a garrafa.

1.2.2.2 Procedimento experimental

As células foram semeadas em placas de 96 pocos com 3 x 10° células/poco (100
puL/poco) e mantidas na estufa com atmosfera de 5% de CO, a 37°C. O Tartrazina e o
quimioterapico que estavam em uma solugédo estoque de 10 mg/mL foram diluidos em meio
DMEM para obtengdo de uma solugdo mée de 100 pg/ml. A partir desta solugédo foram

realizadas dilui¢des seriadas em triplicata e foram adicionadas na placa de 96 pocos (100
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uL/poco). A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo e o controle negativo foi o ndo
tratado. Apds um periodo de incubagdo de 72h, o sobrenadante das células foi aspirado,
adicionado 100 pL de solugdo de MTT (0,5 mg/mL em meio DMEM) e a placa foi reincubada
na estufa a 5% de CO, por 3h. Em seguida, o sobrenadante foi removido e a placa foi mantida
em temperatura ambiente protegida da luz por 24 horas. Entdo, foi adicionado 100 pL/poco
de DMSO e agitado por 10 minutos até a completa dissolucdo dos cristais de formazan. As
placas foram lidas no espectrofotémetro de placa a um comprimento de onda de 570 nm.

A andlise foi realizada através do percentual de inibicdo x log da concentragéo,
determinadas suas CLsy e seus respectivos intervalos de confianga (IC 95%) a partir de
regressdo né&o-linear, utilizando o programa Prisma versdao 7.0 (GraphPad Software). A
analise da atividade citotoxica da Tartrazina foi realizada na linhagem de estdmago normal
MNO1.

1.2.3 Bioensaio de letalidade em Artemia salina (BSLB)

Para a preparacdo da A. salina, os cistos do microcrustdceo foram adquiridos no
mercado central de Teresina-Pl, Brasil. Esta foi uma rapida modificacdo do método descrito
por Meyer et. al. (1982). Foram incubados cistos do microcrustaceo (Artemia salina) em
becker contendo uma mistura 50:50 de solucdo salina (agua do mar artificial: 23,0 g de
NaCl, 11,0 g de MgCl,.6H,0, 4 g de Na,SO,, 1,3 g de CaCl,.2H,0, 0,7 g de KClem 1 L de
agua destilada e ajustado para pH 8,5 utilizando Na,COs, 1N) e agua mineral sob
arejamento constante durante 48 h a 27 + 3° C. Ap6s incubacdo, os nduplios ativos livres de
conchas do microcrustaceo foram recolhidos a partir da por¢do mais iluminada da camara
de incubacdo e utilizados para o ensaio. Dez nauplios foram retirados por meio de uma
pipeta de Pasteur e inseridos em cada tubo de ensaio contendo 4,5 mL da solucéo salina. O
experimento foi realizado por dilui¢cdes seriadas, onde a concentragdo inicial da Tartrazina
foi de 1000 pg/ml. Em cada experimento, adicionou-se 0,5 mL da amostra teste a 4,5 mL
de solucdo de salina, mantendo a mesma temperatura de eclosdo, sob a luz, os nauplios
sobreviventes foram contados. Foram utilizados trés tubos para cada tratamento. A
mortalidade de A. salina foi contada apds 48h de exposicao a substancia testada.

A definicdo da toxicidade do extrato foi baseado nas escalas de toxicidade de
McLaughlin et al. (1993), de acordo com a escala, os valores de concentragéo letal (CL)so >

1000 pg/ml considerou-se ndo toxico; entre 500 a 1000 pg/ml considerou-se baixa
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toxicidade; moderada toxicidade para CLsy entre 100 a 500 pg/ml e, finalmente, muito
toxico quando a CLs foi inferior 100 pg/ml.

1.2.4 Obtencéo das células meristematicas de raizes de A. cepa.

Para o teste de ponta de raiz de Allium cepa, foram utilizados bulbos de tamanho
pequeno, uniforme, de mesma origem, ndo germinadas e saudaveis. Os bulbos de cebola
foram colocados em frascos com agua, a temperatura ambiente, para enraizar. Quando as
raizes atingiram 0,5 cm foram colocadas nas solucdes de tratamento. Para verificar a atividade
citotoxica e mutagénica dos compostos estudados, foram realizados cinco tratamentos com
cinco repeticdes cada: T1 — controle negativo-CN, onde as raizes dos bulbos foram tratadas
com agua destilada; T2 — 0,4 mM de Tartrazina; T3 - 0,2 mM de Tartrazina; T4 - 0,1 mM de
Tartrazina e T5 — Controle positivo (CP) tratados com sulfato de cobre (0,0006 mg/ml). Os
bulbos ficaram submersos nos tratamentos durante os tempos de exposicao de 24 e 72 horas.
Foi observado em cada um desses tempos de exposicdo (TE) o crescimento de duas raizes
selecionadas em cada um dos bulbos, através da medicdo com o auxilio de uma régua como

medida de toxicidade.

1.2.4.1 Preparo, leitura das laminas e andlise citogenética para o teste A. cepa

As laminas, em média 03 por bulbo, foram preparadas seguindo o protocolo proposto
por Guerra e Souza (2002), e analisadas em microscopio éptico em objetiva de 40x. Para cada
bulbo, analisou-se 1.000 células, totalizando 5.000 células para cada tratamento. Foram
observadas células em intérfase, profase, metafase, anafase e teléfase. Calculou-se o nimero
de células em intérfase e em divisdo de cada controle e tempo de exposicdo, e em seguida foi
determinado o indice de divisdo celular ou indice mitético (IM) para avaliacdo do efeito
citotoxico. Avaliou-se também a acdo mutagénica dos extratos por meio do nimero de células
com alteracdes cromossomicas (AC): micronlcleos, metafases colchicinicas, pontes

nucleoplasmaticas, quebras, perdas e atrasos cromossémicos.
1.2.5 Linhagens de leveduras utilizadas
Seis linhagens de leveduras foram utilizadas para avaliar a atividade oxidante do

corante alimentar. A linhagem selvagem utilizada ndo apresentava nenhuma muta¢do nas

enzimas de defesa contra substancias oxidativas, enquanto que as outras cinco linhagens
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selecionadas apresentavam defeitos em pelo menos uma enzima antioxidativa. A linhagem
EG118 é mutada na enzima superoxido dismutase citoplasmatica (CuZnSOD - produto do
gene SOD1), a EG110 é mutada na SOD mitocondrial (MnSOD - produto do gene SOD?2); a
EG133 possui uma mutacdo em duas enzimas a SOD1 e SOD2; a EG223 mutada em CAT1 e
EG mutada em SOD1 e CAT1 (Tabela 01).

Tabela 01. As linhagens de levedura S. cerevisiae que foram utilizadas no estudo.

DESCRICAO GENOTIPO ORIGEM
EG103 (SODWT) MATa leu2-3,112 trp1-289 ura3-52 GAL+ Edith Gralla, L Angeles
EG118 (Sodl1A) sod1:URA3 todos os outros marcadores como EG103 Edith Gralla, L Angeles
EG110 (Sod2A) s0d2:TRP1 todos outros marcadores como EG103 Edith Gralla, L Angeles
EG133 (Sod1ASod2A) s0d1:URA3 sod2:TRP1 duplo mutante/todos outros Edith Gralla, L Angeles

marcadores como EG103

EG223 (CatlA) EG103, exceto catl:TRP1 Edith Gralla, L Angeles
EG (Sodl1ACatlA) EG103, exceto sod:URA3 e catl:TRP1 Edith Gralla, L Angeles

Fonte: Adaptado de Oliveira et al., 2014.

1.2.5.1 Capacidade oxidante em células de leveduras Saccharomyces cerevisiae

Todos os experimentos foram realizados através do teste do disco central em S.
cerevisiae, onde as culturas de leveduras foram distribuidas sobre a técnica de tratamento com
a adicdo de Tartrazina em diferentes concentragdes. As linhagens foram cultivadas em meio
YEL (extrato de levedura 0,5%, 2% de Bacto-peptona, 2% de glucose) a 28°C em um
agitador orbital até atingirem a fase de crescimento estacionéria, de acordo com Oliveira e
colaboradores (2014). Células em suspensdo foram semeadas a partir do centro para a
margem das placas de Petri em um movimento continuo, para ambos os lados da placa,
contendo em seu centro um disco de papel de filtro estéril, ao qual foi acrescentado, nas
distintas placas, 10 uL das diferentes concentra¢Ges de Tartrazina (Figura 02). Para correlacéo
estatistica com os resultados dos grupos testes, dois grupos controle foram utilizados sendo 10
uL de uma solucédo contendo peroxido de hidrogénio H,O, (10 mMol) utilizado como controle
positivo e 10 uL de solugéo salina (0,9%), como controle negativo.

Apos 48 h de incubacdo em estufa a 34 °C, os halos de inibicdo de crescimento das
linhagens, em milimetros, foram mensurados desde a margem do disco de papel-filtro até o

inicio do crescimento celular. Os valores tabelados e submetidos a anélise estatistica variaram
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de 0 mm (crescimento completo) a 40 mm (auséncia de crescimento), que corresponde a
medida do raio da placa de Petri. Todos os testes foram realizados em duplicata.

Figura 02: Semeio das linhagens de Saccharomyces cerevisiae para determina¢do do potencial oxidante de
compostos.

1.2.6 Analise estatistica

Os resultados foram considerados significantes a partir de p < 0,05; p < 0,01; p < 0,001.
Foram aplicados a Analise de variancia (one-way e two-way ANOVA) e Tukey como post
hoc teste, por meio do programa GraphPad Prism versdo 7.00 para Windows, (GraphPad
Software, San Diego California USA).

1.3 Resultados
1.3.1 Avaliagdo da citotoxicidade por ensaio MTT

O corante tartrazina nas concentagdes de 25 a 100 pg/ml apresentou efeitos citotdxicos
estatisticamente significantes (p > 0,001) quando comparado com o controle negativo. O

calculo do seu Clsp ficou acima de 100 pg/ml. Mostrando assim que este aditivo em

exposicao a células normais de estomago humano é potencialmente téxico (Figura 3).
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Figura 03: Porcentagem da viabilidade celular da linhagem estomacal normal MNO1 exposta a diferentes
concentracdes de tartrazina.
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Valores sdo as médias e desvio padréo, * comparado com o CN, "comparado com o CP (doxorrubicina, 16
UM); *** p<0,001. Anova one-way, com pés-teste de Tukey.

1.3.2 Toxicidade do corante Tartazina

O corante avaliado nas concentracGes de 62,5 a 1000 pg/ml apresentaram 0s maiores
indices de letalidade, tendo valores estatisticamente significantes em relacdo ao CN (p < 0,01
e p <0,001) para o tempo de exposicdo analisado (48 h). O valor de CLsq foi de: 221,5 pg/ml,
sendo 0 mesmo superior ao valor preconizado pela ANVISA e JECFA, porém com valores
estatisticamente toxicos (62,5 e 125 pg/ml) inferiores ao permitido (150 pg/ml) por esses
orgdos. Utilizando a classificacdo de toxicidade de McLaughlin et al. (1993), a Tartrazina

apresentou moderada toxicidade (100 a 500 pg/ml) (Figura 4).
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Figura 04: Atividade toxica do corante Tartazina em diferentes concentragdes (jug/ml) por meio do Bioensaio
de Letalidade em Artemia salina (BSLB) utilizando o tempo de exposigao de 48hs.
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Valores sdo as médias e desvio padréo, * comparado com o CN, "comparado com o CP (KDCr, 16 puM);
** p<0,01; *** p<0,001 Anova oneway, com pds teste de Tukey. Cada concentracéo foi executada com
trés tubos (10 nduplios vivos / tubo); CLs,: Concentracdo letal 50% em pg/ml. IC: Intervalo de
confianca; r*: Determinacdo de coeficiente.

1.3.3 Avaliacdo toxica e citotoxica do aditivo alimentar Tartrazina

A caracterizacdo toxicogenética do corante avaliado foi realizado por parametros
macroscopicos: tamanho das raizes (TR) e citogenéticos: indice mitético (IM) e alteracdes
cromossdmicas (AC). Diferencas estatisticamente significantes para TR e IM para todas as
concentracdes e tempos de exposicdo (TE) foram observadas em comparacdo ao controle
negativo (CN), indicando efeitos tdxicos e citotoxicos do corante, respectivamente (Tabela
02). Porém, quando comparado ao controle positivo (CP), as concentracbes testadas
mostraram valores estatisticamente superiores para as duas variaveis (TR e IM).

Possivelmente, a citotoxicidade do corante causou parada de diviséo celular nas
células meristematicas de Allium cepa. Isso foi observado quando as fases do ciclo celular
foram avaliadas estatisticamente, nesse caso, as trés concentragdes nos TE de 24 e 72 h
apresentaram uma maior quantidade de celulas em intérfase e uma menor quantidade de

células em profase (p < 0,05) quando comparados ao CN (Tabela 02).
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Tabela 02: Efeito toxico e citotoxico da Tartrazina em células meristematicas de Allium cepa. One-way ANOVA com pds-teste de Tukey. Valores de
significancia, % comparado ao controle negativo (CN); ®: comparado ao Controle positivo (CP). p < 0,05.

Fases do ciclo celular

Tratamento Concentragdo TE TR (mm) Intérfase Profase Metéafase Anafase Telofase IM (%)
(hora)

CN - 255+28  476,2+ 12,39 4238+ 7,85 410+1,6 30,7+26 282+28 52,3+ 1,51

CP 0,006 mg/ml 11,7+05% 8421 +122° 100,0 + 13,9 26,75+4,0° 172+25 140+19° 15,8 + 1,12

Tartrazina 0,4 mg/ml 24h 150+14%* 703,75+56,3® 250 +68,1%° 10,75+0,9® 125+05* 140+21° 206 +7,1%
0,2 mg/ml 16,0+ 0,8® 6651 +73,9®° 2972 +56,4% 148+14* 104+17® 125+19° 334+77®

0,1 mg/ml 16,1+0,6® 700.1+487® 25225+344® 166+19° 156+1* 1525+0,9° 30,1+65%

CN - 36,2+ 3,5 4875+12,3 4125+7.8 410+163 307+26 282+28 512+1,2

CP 0,006 mg/ml 14,5 + 0,5 873 +15,1° 65,0 + 15,72 20.7+6,0 192+36 140+24° 12,8 +1,3°
Tartrazina 0,4 mg/ml 72h 198+23% 6528+743®  316,0+58,1% 115+09° 105+05° 92+216° 34,7+105%
0,2 mg/ml 185+12* 6782+639" 2804 +464% 16,8+1,9* 132+2,1® 114+29°  32,1+56%

0,1 mg/ml 23,2+0,9" 6480+88,7° 3007 +34,4% 205+20* 158+17° 142+11*  351+8.8%

Média + DP. TE: Tempo de exposi¢do; TR: Tamanho de raiz em milimetro (mm); IM: Indice mitético.
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1.3.4 Avaliagdo mutagénica do aditivo alimentar Tartrazina

Em relacdo a avaliagdo mutagénica, todas as concentracdes do corante
apresentaram mutagenicidade estatisticamente significante para os 02 TE avaliados
quando comparados ao CN no referido bioensaio. Porém, com efeitos mutagénicos
menores quando comparados ao CP (p < 0,05). Avaliando por tipo de dano genético
(Figura 05), o corante apresentou capacidade clastogénica mostrado pelos valores
significantes de MN na maior concentracdo (0,4mM), bem como a capacidade de causar
disturbios no fuso mitético devido aos valores significantes observados para o tipo de
dano c-metafase nas concentrac@es avaliadas quando comparados ao CN (Tabela 03).



40

Tabela 03: Efeito mutagénico da Tartrazina em células meristematicas de Allium cepa. Two-way ANOVA e pés-teste de Tukey. Valores de significancia, *

comparado ao controle negativo (CN); ”: comparado ao Controle positivo (CP). p < 0,05.
Tratamento Concentracao TE Tipos de alteracbes cromossomicas (AC) Total de AC
Micronucleos c-metéafases Pontes Cromossomos Atrasos
soltos

CN - 0,2+0,5 0,2+0,5 0,25+0,5 0,0+0,0 075+05  1,40%05

CP 0,006 mg/ml 3,8+0,9° 45+05*  102+09° 525+262° 105+1,29* 34,25+47°
0,4 mg/ml 24hs 3,0+0,9° 6+4,1° 1,5+1,2° 0,75+05°  25+129° 1504+42%®
Tartrazina 0,2 mg/ml 2,309 6 +4,1° 1,0 2,0 7,0+7,52° 05+1,0° 16,75+4,3"

0,1 mg/ml 22+20 45+1,7° 10+141° 0754095 0,75+0,95° 9,2+35%

CN - 0,2+0,5 0,15+0,5 0,0+0,0 0,2+0,5 0,4+03 0,9+0,3
cP 0,006 mg/ml 42 +0,7 4,9 +0,4° 12,3 +1,2° 72+19° 11,4+0.9*  40,05+4,9°
0,4 mg/ml 72hs 40+31° 25+1,2 2+14° 0,25+ 0,5° 20+24° 10,75 +2,5®

Tartrazina 0,2 mg/ml 27+12 425+30° 05+05° 0,75+ 0,5° 07+15" 9,0+22®
0,1 mg/ml 20+141 35+1,9 1,0+11° 1,0+ 2,0° 1,2+18° 875+1.2%

Média + DP. TE: Tempo de exposicao; AC: Alteracbes cromossémicas.
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Figura 05: Perfil fotomicrografico das células meristematicas de Allium cepa tratados com o corante alimentar
Tartrazina. Coloragdo com orceina acética e aumento de 400X ao microscopio 6ptico. A: células em diferentes
fases do ciclo celular; B: MN em profase; C: c-metafase; D: Ponte cromossdmica em anafase; E: perda
cromossdmica em metafase; F: atraso cromossémica em anafase.
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1.3.5 Avaliagdo da capacidade oxidante de Tartrazina

O aditivo alimentar nas concentracdes analisadas (0,4; 0,2 e 0,1 mM) nédo apresentou
nenhum efeito oxidante nas linhagens de leveduras deficientes em enzimas antioxidantes.
Mostrando, assim, que nessas concentracdes seus efeitos citotdxicos e mutagénicos
observados no presente estudo ndo se deve ao estresse oxidante pelo aumento de radicais
livres (Tabela 04).

Tabela 04: Avaliacdo oxidante do aditivo alimentar Tartrazina em diferentes concentracGes utilizando linhagens de
Saccharomyces cerevisiae mutadas em enzimas antioxidantes. Dados obtidos pela inibigdo de crescimento em placas
(0-40 mm).

Linhagens Tratamentos
Salina H,0, 0,4 mM 0,2 mM 0,1 mM

SODWT 0,75+050 14,35+0,25* 0,00£0,00 0,30+0,50 0,00+ 0,00
Sod1A 1,50+057 14,73+228* 100+080 0,80+0,80 0,00+0,00
Sod2A 1,25+0,50 13,82+0,45* 0,50+057 0,75+0,89 0,00+0,00
SodlSod2A 2,00+081 11,35+1,01* 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+ 0,00
CatA 1,25+0,50 15,10+0,70* 1,00+0,80 0,75+0,50 0,00+ 0,00
Sod1Cat 150+0,57 12,37+0,22° 0,10+ 1,15 0,75+0,90 0,00+ 0,00

Os valores correspondem a Média + Desvio padrdo das medidas dos halos de inibicdo de crescimento das
linhagens. ANOVA-one-way e pés-teste de Tukey. Valores de significancia para ® p<0.001 comparado a salina, °
p<0.001 comparado a H.,0.,.
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1.4 Discussao

Os corantes artificiais costumam ser usados para melhorar a aparéncia dos alimentos e
possibilitar uma maior tabela de cores. Porém, alguns destes corantes aparecem na literatura
médica, como causadores potenciais de doencas aos seres humanos (Amchova et al., 2015). A
Tartrazina € um exemplo de corante com respaldo legal para uso em todo territério nacional,
entretanto, vem sendo bastante contestada sobre sua utilizagdo por apresentar potencial
alergénico, genotoxico e possivelmente cancerigeno (ANVISA, 2007).

Estudos mais atuais veem buscando uma melhor caracterizacdo dos efeitos adversos
que o corante Tartrazina possa vir a desencadear no organismo humano, principalmente a
nivel molecular. A literatura cientifica ja demostra estudos acerca do corante tais como 0s que
descrevem suas propriedades tdxicas sistémicas (Amin et al.,, 2010), o corante afetando o
desenvolvimento corpéreo e metabdlico (El-wahab e Moram, 2012), sua capacidade
moduladora de receptores hormonais (Axon et al., 2012), a maneira com que ele interage com
0 DNA (Kashanian e Zeidali,2011), seus efeitos alergénicos (Matsuo et al.,, 2013) e
finalmente seus efeitos genotdxicos e citotoxicos (Mpountoukas et al., 2010),

No presente estudo, o corante avaliado se mostrou citotdxico e mutagénico
colaborando com os resultados de Mpountoukas et al., (2010). Este autor avaliou os efeitos
genotoxicos dos corantes Tartrazina, Amaranto e Eritrosina B27 em células sanguineas
periféricas. Igualmente aos outros dois corantes, os pesquisadores evidenciaram que a
tartrazina € capaz de alterar significantemente as taxas de divisdo mitdtica, apresentar
citotoxicidade nas concentracbes mais elevadas (4,0 e 8,0 mM) além de mostrar alta
capacidade de se ligar a estrutura do DNA.

Kashanian e Zeidali (2011) utilizaram o DNA das células do timo de um bezerro a fim
de visualizar suas propriedades de ligacdo com a Tartrazina na concentracdo de 10 nM e
consequentemente seus efeitos adversos ao DNA. Para isso, utilizou-se um espectrofotbmetro
para obter-se 0 espectro UV-vis da interacdo DNA-tartrazina, um viscosimetro para mensurar
a viscosidade e um espectropolarimetro para medir o dicroismo circular. O estudo demonstrou
que a interacdo DNA-tartrazina afetou a estrutura helicoidal do DNA, além de evidenciar uma
maior facilidade de ligagcdo da Tartrazina com o DNA desnaturado. Notou-se também uma
pequena alteracdo na viscosidade do DNA ligado a Tartrazina, e uma alteracéo no espectro de
dicroismo circular, atestando assim, os danos ao DNA ocasionados pelo aditivo.Entre os
varios sistemas enzimaticos responsaveis pelos processos metabolicos as principais rotas de

biotransformacéo de corantes azo, como a Tartrazina, envolve citocromo P-450. As enzimas
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P- 450 pertencem a uma superfamilia de heme proteinas que estdo presentes em todos 0s
organismos vivos. Estdo envolvidas no metabolismo de uma ampla variedade de compostos
quimicos e possuem a capacidade de catalizar reacdes oxidativas e redutivas de xenobioticos
(Gonzalez, 2005).

A reducdo de corantes azo pode ocorrer no figado, via citocromo P-450, gerando
produtos com propriedades carcinogénicas, tais como aminas aromaticas. A toxicidade e
carcinogenicidade de certos corantes azos em mamiferos também é discutida apos reacdes de
biotransformacdo catalisadas por reacdes enzimaticas, incluindo as catalisadas por
azoredutase presente no intestino dos mamiferos. Os produtos gerados podem ser mais ou
menos toxicos que a molécula original (Kim et al., 2005).

Corantes azos, portanto, com estruturas quimicas com grupos amino, alquilamino ou
acetilamino, sem nenhum grupo sulfonado sdo ainda mais propensos a intensa acdo de um
metabolismo oxidativo formando espécies radicalares. Como consequéncia pode-se formar
compostos com alta potencialidade mutagénica ou carcinogénica devido as interacbes com
grupos nucleofilicos das bases nitrogenadas presentes no DNA, mudanca de polaridade, ou
alteracdo na lipossolubilidade (Ferraz, 2008).

O corante em questdo, além dos seus efeitos citotdxicos e genotdxicos a nivel celular,
também apresentou no presente estudo efeitos toxicos significantes como demostrado no
ensaio de Artemia salina. Esses resultados véo ao encontro dos observados por Amin et al.,
(2010). Que avaliaram os efeitos sisttmicos toxicos do corante Tartrazina, especificamente
nos biomarcadores do estresse oxidativo em 6rgaos como rim e figado em Rattus norvegicus
utilizando as concentra¢des de 15 mg/Kg e 500 mg/Kg. Ap6s o periodo exposicao, 0s autores
concluiram que a ingestdo de concentracdes altas ou baixas de Tartrazina altera as
concentracdes totais de colesterol, proteinas sanguineas e as atividades enzimaticas. Além
disso, 0s niveis séricos de creatinina, albumina plasmatica, ureia e globulina foram
aumentados o que demostra a toxicidade desse corante nos 6rgaos analisados.

E notdrio, pelo presente estudo, que a tartrazina tem um efeito direto sobre o DNA em
diferentes células, inclusive em células humanas, bem como observado também no trabalho
de Soares et al., (2015) com linfocitos humana. Ademais, a ingestdo deste corante expde as
células do epitélio gastrointestinal, induzindo um aumento no dano do DNA, como observado
por Sasaki et al. (2002) na sua experiéncia in vivo. Potanto, acumulagdo sucessiva de danos
provocada pela ingestdo habitual de alimentos que contém esse corante, pode levar ao
surgimento de mutag0es, muitas vezes associadas ao aparecimento de doengas, como 0

cancer.
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1.5 Conclusao

O corante artificial Tartrazina apresentou agdo toxica, citotoxica e mutagénica em
células vegetais, animais e humanas, porém seus efeitos adversos ao DNA ndo puderam ser
explicados pelo aumento do estresse oxidativo a nivel celular. Estudos adicionais focados nos

mecanismos de agdo toxica desse corante devem ser encorajados e realizados.
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