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RESUMO

SOUZA, Carolina Soares Horta. Genotoxicidade e citotoxicidade de corantes azodicos em
ensaio do microntcleo in vivo (Swiss albinus). 73f. Dissertagio (Mestrado em Ciéncia
Animal) — UNIFENAS, Alfenas, 2015.

A adicdo de corantes em alimentos e racdes assume papel importante na industria alimenticia
sob o ponto de vista tecnoldgico. Corantes naturais sdo dificeis de serem utilizados em
produtos padronizados, portanto, foram criados corantes sintéticos. Dentre os corantes
sintéticos artificiais permitidos por lei, estdo aqueles do grupo Azo e seu uso € um dos
avancos mais controversos no setor. A utiliza¢do destas substancias continua levantando uma
série de ddvidas quanto a toxicidade, uma vez que, na literatura, trabalhos com esse impeto
sdo escassos e controversos. Neste contexto, objetivou-se, com este trabalho, avaliar o
potencial genotoxico de corantes azdicos através do ensaio de microntcleo (MN). O teste do
MN € amplamente utilizado e aceito internacionalmente para avaliacdo de a¢des mutagénicas.
O teste in vivo foi aplicado para investigacdo de genotoxicidade observada em Eritrécitos
Policromaticos (PCE) extraidos da medula 6ssea do fémur de 168 camundongos Swiss
albinus, machos e fémeas, submetidos a cinco tratamentos (N-Nitroso-N-etilureia: controle™;
150 mM NacCl: controle™; corante a 1, 1,5¢e 2 g.Kg'l), sendo utilizados quatro corantes azdicos
(Tartrazina, Amarelo Crepuisculo, Vermelho 40, Ponceau 4R) nos tempos de 24h e 48h (ap6s
estes periodos foi executada eutandsia). Foi analisada também a relagdo PCE/NCE, cujo se
trata de um importante biomarcador de citotoxicidade. Os dados obtidos no ensaio de MN
foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA), utilizando um esquema fatorial de 5 x 2 x
2 (tratamento X sexo X tempo), e comparacdo das médias pelo teste de Tukey (p < 0,05)
usando o programa computacional SAS® versio 9.3. O corante Tartrazina apresentou
genotoxicidade dose e sexo dependentes; Amarelo Crepusculo foi genotdxico independente
do sexo; Vermelho 40, a sua genotoxicidade foi dependente do tempo de exposicdo e do sexo
do animal; a genotoxicidade do corante Ponceau 4R foi dependente da dose administrada e do
tempo até a eutandsia. Contudo, pode-se concluir que estudos envolvendo estes aditivos

alimentares devem ser realizados frequentemente com a finalidade de



atualizacdo constante de dados que oferecam seguranga para seu consumo, uma vez que todos
0os quatro corantes testados nesta pesquisa apresentaram algum grau de toxicidade.
Lembrando que os mesmos possuem o uso regulamentado por legislacdo especifica, que
estabelece os Limites Maximos Permitidos (LMP) e padrdes de Ingestdo Didria Aceitdvel por
humanos, extrapolados para animais. Porém, apesar do controle exigido pelas agéncias
reguladoras, a utilizacdo de corantes em alimentos continua levantando uma série de dividas,
principalmente devido a escassez de trabalhos avaliando a toxicidade destes compostos o que

reforca a atencdo que lhes deve ser conferida.

Palavras-chave: Corantes azodicos, biomarcador genotéxico, MNPCE, mutagenicidade,
PCE/NCE.



ABSTRACT

SOUZA, Carolina Soares Horta. Genotoxicity and cytotoxicity of azodyes in the in vivo
micronucleus test (Swiss albinus). 73f. Dissertation (Master of Animal Science) —
UNIFENAS, Alfenas, 2015.

The addition of the food coloring plays an important role in the food industry under the
technological point of view. Natural dyes are difficult to navigate in standard products, so we
were created synthetic dyes. Among artificial synthetic dyes allowed by law, are those of azo
group and its use is one of the most controversial developments in the sector. The use of these
substances is still raising a lot of questions as to toxicity, because in the literature, working
with this momentum is limited and controversial. In this context, the aim, with this study was
to evaluate the genotoxic potential of azo dyes by the micronucleus assay (MN). The MN test
is widely used and internationally accepted for evaluation of mutagenic actions. The in vivo
genotoxicity test was applied to research observed in erythrocytes Polychromatic (PCE)
extracted from the bone marrow of the femur 168 Swiss mice Albinus, male and female,
underwent five treatments (N-nitroso-N-ethylurea: control; 150 mM NaCl: Control; dye at
1, 1.5and 2 g.Kg'l) and used four azo dyes (Tartrazine, Sunset Yellow, Red 40, Ponceau 4R)
for 24h and 48h (after this time euthanasia was performed). We analyzed also the PCE/NCE
ratio, which it is an important marker of cytotoxicity. The data obtained in the MN assay were
subjected to analysis of one-way variance (ANOVA) using a factorial scheme of 5 x 2 x 2
(treatment x sex x time), and average compared to Tukey's test (p < 0.05) using SAS®
software version 9.3. The dye Tartrazine showed genotoxicity dose- and sex-dependent;
Sunset Yellow was genotoxic sex-independent; Red 40, its genotoxicity was dependent on the
exposure time and the sex of the animal; the dye Ponceau 4R genotoxicity depends on the
dose and time until euthanasia. However, it can be concluded that studies of these food
additives often must be performed in order to constantly update data that are safe for
consumption, since all four dyes tested in this study showed some degree of toxicity.
Recalling that they have the use regulated by specific legislation establishing the Maximum
Allowable Limits (LMP) and patterns of Acceptable Daily Intake for humans, extrapolated to
animals. However, despite the control required by regulatory agencies, the use of dyes in food
continues to raise a number of questions, mainly due to lack of studies evaluating the toxicity

of these compounds which reinforces the attention they should be given.

Keywords: Azodyes, biomarker genotoxic, MNPCE, mutagenicity, PCE/NCE.
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1 INTRODUCAO

A alimentagdo € um considerdvel meio de exposi¢do do homem e dos animais a
compostos diversos, uma vez que muitos agentes quimicos sd@o encontrados nos alimentos.
Algumas destas substincias podem ter efeitos téxicos, mutagénicos e/ou carcinogénicos.
Diversas pesquisas cientificas t€m ressaltado a importancia dos hdbitos alimentares
relacionados ao risco de desenvolvimento de doencas tanto em humanos quanto em animais.

Nas dltimas décadas, a substitui¢do do alimento fresco por aqueles processados e a
elaboracdo de ragdes e petiscos ricos em aditivos alimentares, vem, gradualmente,
contribuindo para o empobrecimento da dieta.

Neste contexto, os aditivos alimentares assumem papel importante na industria
alimenticia sob o ponto de vista tecnoldgico. No entanto, deve haver uma preocupacdo maior
no que se refere aos riscos a saide provocados pela ingestdo destas substancias. Dentre os
aditivos utilizados no processamento de alimentos, os corantes sio oS mais genotoxicos
(SASAKI et al., 2002).

A adi¢do de corantes nos alimentos surgiu da necessidade de fazer com que os
produtos se tornassem mais atrativos e para restabelecer o aspecto inicial dos géneros
alimenticios, cuja cor foi alterada pelos processos de transformacio, estocagem, embalagem
e/ou distribuicao.

Corantes naturais sdo dificeis de serem utilizados em produtos padronizados, portanto,
foram criados corantes sintéticos. O controle destas substancias é determinado pelos 6rgaos
reguladores que os definem, classificam, determinam a sua utilizacdo e oferecem valores para
os limites de uso.

Dentre os corantes sintéticos artificiais permitidos pela legislagdo vigente, estdo
aqueles do grupo Azo. Estes aditivos ndo possuem valor nutricional e seu uso é um dos
avancos mais controversos para a inddstria de alimentos (POLONIO & PERES, 2009).

A atencdo a qualidade do produto final, envolvendo as caracteristicas e quantidade de
todos os ingredientes, sejam eles naturais ou artificiais, utilizados na formulagdo de um
alimento, € uma forma de garantir a segurancga dos produtos e da satide dos seres vivos.

Apesar do controle exigido por lei, a utilizacdo destas substincias continua levantando
uma série de duvidas quanto & toxicidade, uma vez que, na literatura, trabalhos com esse
fmpeto sdo escassos e controvérsos, o que justifica a realizacdo desta pesquisa que tem por
objetivo avaliar o potencial genotdxico de corantes azdicos artificiais por meio do ensaio de

micronucleo.
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O teste do microniicleo é amplamente utilizado e aceito internacionalmente para
avaliacdo de a¢des mutagénicas (KIRSCH-VOLDERS et al., 1997, VANHAUWAERT et al.,
2001). O indice de micronudcleos em células humanas ou de roedores tem se tornado um dos
parametros citogenéticos empregados na rotina dos testes de genética toxicoldgica dos agentes
quimicos e radiagdes in vivo e in vitro (HAYASHI, 1983).

Espera-se que a avaliacdo pelo teste do microndcleo em diferentes corantes azo
forneca informacdes importantes para as etapas de andlise do risco da ingestdo de alimentos

que os contem.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Os hébitos alimentares da populacdo brasileira e mundial sofreram alteragdes
significativas decorrentes das mudangas de estilo de vida e revolugéo tecnoldgica na producio
de alimentos. Dessa forma, 6rgdos reguladores e a comunidade cientifica demonstraram
preocupacdo quanto a substituicio massiva de alimentos naturais por alimentos processados,
e, conseqiientemente, o empobrecimento da dieta.

Quando um alimento é desenvolvido para animais, devem ser observadas as
necessidades de cada espécie, respeitando tamanho, idade, raga e particularidades pertinentes
(doengas). Quando se trata de humanos, principalmente grupos especificos que requerem uma
dieta diferenciada, muitos cuidados também devem ser tomados. Além disso, a presenca de
inimeros ingredientes e aditivos podem apresentar riscos toxicoldgicos quando estes ndo
apresentam boa qualidade ou quando estdo em quantidades acima do permitido.

A importincia da qualidade do produto final, ingredientes e aditivos alimentares
envolvidos na formulacido de um alimento € uma forma de garantir a seguranga dos produtos e

da saude dos homens e dos animais.

2.1. Aditivos Alimentares

A Food and Agriculture Organization / World Health Organization (FAO/WHO)
define Aditivo Alimentar como “toda substincia que ndo apresenta valor nutritivo, adicionada
ao alimento com a finalidade de impedir alteracdes, manter, conferir ou intensificar seu
aroma, cor e sabor; modificar ou manter seu estado fisico geral, ou exercer qualquer acdo
exigida para uma boa tecnologia de fabricacdo do alimento”.

Segundo o comité, conhecido por Joint FAO/WHO Expert Committee on Food
Additives (JECFA), aditivo alimentar é definido como qualquer substincia que ndo se
consome normalmente como alimento, nem tampouco se utiliza como ingrediente bisico em
alimentos, tendo ou n#@o valor nutritivo, e cuja adi¢do intencional ao alimento com fins
tecnoldgicos (incluindo os organolépticos) em suas fases de fabricagdo, elaboragdo,
preparacdo, tratamento, envasamento, empacotamento, transporte ou armazenamento, resulte
ou possa preservar razoavelmente por si, ou seus subprodutos, em um componente do

alimento ou um elemento que afete suas caracteristicas (WHO/FAO, 1995).
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A Portaria da Secretaria de Vigilancia Sanitdria do Ministério da Saude [SVS/MS-
540/97] define “aditivo alimentar como qualquer ingrediente adicionado intencionalmente aos
alimentos, com o objetivo de modificar as caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas ou
sensoriais, durante a fabricacdo, processamento, preparagdo, tratamento, embalagem,
acondicionamento, armazenagem, transporte ou manipulagdo de um alimento sem propdsito
de nutrir.” Ao agregar-se poderd resultar em que o proprio aditivo ou seus derivados se
convertam em um componente de determinado alimento. Esta defini¢do ndo inclui os
contaminantes ou substincias nutritivas que sejam incorporadas ao alimento para manter ou
melhorar suas propriedades nutricionais (ANVISA, 1997).

O JECFA, designado pela WHO/FAQO, em 1962, baseado em dados experimentais,
tem a finalidade de recomendar, ou nio, o uso de determinado aditivo e estabelecer o valor da
IDA (Ingestao Didria Aceitdvel) para cada um deles (WHO/FAO, 1995).

Para o Ministério da Agricultura, os aditivos alimentares s@o as substincias que,
incorporadas nos alimentos para animais, s@o susceptiveis de influenciar as suas
caracteristicas ou a producdo animal, sendo estes classificados nas seguintes categorias:
tecnoldgicos, sensoriais, nutricionais, zootécnicos e anticoccidianos.

Sasaki et al. (2002) realizaram estudo de genotoxicidade com aditivos alimentares em
oito tecidos de camundongos por meio do ensaio do cometa, sendo 0os corantes os mais

genotéxicos dentre aqueles utilizados na industria alimenticia.

2.2. Corantes

No que se refere aos atributos sensoriais a cor € a propriedade que apresenta
importancia proeminente e ¢ um forte atributo sensorial (LUNING et al., 2008).

As cores estdo intimamente ligadas a vdrios aspectos da vida e sdo capazes de
influenciar as decisdes do cotidiano, principalmente, as que envolvem os alimentos. A
aparéncia, seguranga, caracteristicas sensoriais e aceitabilidade sdo afetadas pela cor. A
ligacdo das cores aos alimentos estd relacionado com o desenvolvimento cognitivo, que
depende de memoria e de experiéncias vivenciadas (PRADO & GODOY, 2003).

As cores sdo resultado da absorcdo de radiacdo eletromagnética na faixa da luz visivel
e estdo relacionadas com comprimentos de onda particulares. Os compostos organicos podem

absorver radiacdo eletromagnética, porém, a absor¢cdo de radiacdo na faixa da luz visivel se
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deve a presenca de grupos cromoéforos, ou seja, ligagcdes duplas conjugadas na estrutura dos
compostos. Estruturalmente, um dos tnicos aspectos comuns a praticamente todos os corantes

€ a presenga de um ou mais anéis benzénicos (LIMA et al., 2007).

2.2.1. Definicdo

Conforme a Resolugdo n. 44 de 1977, elaborada pela Comissdo Nacional de Normas e
Padroes para Alimentos [CNNPA], considera-se corante “a substincia ou a mistura de
substancias que possuem a propriedade de conferir ou intensificar a coloragdo de alimento”.
Corantes naturais sao dificeis de serem utilizados em produtos padronizados, para isso foram
criados corantes sintéticos.

Corantes ndo possuem valor nutricional (POLONIO & PERES, 2009), mas por
tornarem o produto mais atraente aos consumidores, o uso destes ¢ um dos avancos mais
controversos para a industria alimenticia, principalmente quando se fala sobre corantes
sintéticos artificiais (SILVA & REED, 2010; CHEESEMAN, 2012).

A adi¢do de corantes nos alimentos surgiu da necessidade de fazer com que os
produtos se tornassem mais atrativos aos consumidores (CLYDESDALE, 1993). Para Tricard
et al. (1998) a manutencéo da cor e o aspecto natural do alimento € um fator importante para o
marketing do produto.

O uso de corantes € entdo utilizado para restabelecer o aspecto inicial dos géneros
alimenticios cuja cor foi alterada pelos processos de transformagfo, estocagem, embalagem
e/ou distribui¢do e cujo aspecto visual encontra-se prejudicado; dar aparéncia mais atrativa
aos alimentos; manter e reforcar a cor dos alimentos durante armazenamento e padronizar a
cor dos alimentos, evitando a sua variagdo (TEIXEIRA, 1969).

A preocupagdo com o uso indiscriminado de corantes na alimenta¢do humana e animal
€ originada pela divulgagdo de estudos que apontam reacdes adversas a estes aditivos, quer
seja aguda ou cronica, tais como reagles toxicas desencadeando alergias, altera¢des no
comportamento e carcinogenicidade (POLONIO & PERES, 2009).

Até 1850 todos os corantes alimenticios provinham de trés fontes: vegetais
comestiveis (cenoura, beterraba, casca de uva escura, etc); extratos de origem animal ou
vegetal normalmente ndo consumidos como tais (dcido carminico, estigma de acafrdo, etc); e

resultados da transformacdo de substancias naturais (caramelo). Ao longo dos anos, mais de
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oito mil compostos corantes sdo comercializados, dos quais 90% sao sintéticos (LIMA et al.,

2007).

2.2.2. Classificagao

As industrias utilizam tipos de corantes e pigmentos que se classificam em corante
orgdnico natural, corante organico sintético (artificial e idéntico ao natural), corante
inorgéinico, caramelo e caramelo obtido pelo processo de amdnia (RIGONI, 2006).

Segundo Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (1977):

o Corante organico natural: cuja origem € vegetal, ou eventualmente, animal,
cujo principio do corante tenha sido isolado com emprego de processos tecnoldgicos
adequados, apresentando grau de pureza compativel com o seu emprego para fins alimentares.
Os corantes naturais permitidos pela legislacdo brasileira sdo: acafrdo, dcido carminico ou
cochonilha, antocianinas, carotendides, betalainas, clorofilas, curcuminas, hemoglobina,
péprica, urucum, cacau, carvao, riboflavina.

° Corante organico sintético: € o corante obtido por sintese orgdnica, com

composicdo quimica definida

o Corante artificial: € o corante organico sintético ndo encontrado em produtos
naturais.
. Corante organico sintético idéntico ao natural: é o corante organico sintético

cuja estrutura quimica € semelhante & do principio ativo isolado de corante orginico natural.

. Corante inorgénico: obtido a partir de substincias minerais.

. Caramelo: este corante natural é obtido com aquecimento de agucares a
temperatura superior ao ponto de fusio.

o Caramelo (processo amonia): é o corante organico sintético idéntico ao natural
que usa a amdnia como catalisador no processo de producéo.

Em uma andlise comparativa sobre as vantagens de uso de corantes sintéticos, sobre
corantes naturais, destacam-se a alta estabilidade a luz, oxigénio e pH, além de conferir
uniformidade na cor, possuir baixa contaminag@o microbiolégica e com um custo de producio
relativamente baixo (HATHCOCK & RADER, 2003). Por se considerar estas particularidades

como sendo extremamente positivas, os corantes sintéticos sdo extensivamente utilizados pela
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maioria das industrias que utilizam os corantes como matéria-prima (ENAYATZAMIR et al.,
2009).

A inddstria de alimentos utiliza em torno de 90% de corantes sintéticos nos processos
(ALMEIDA et al., 2010). O fato de o custo de obtencdo do corante azo ser mais atrativo é
devido a natureza do processo de obtencdo deste e a versatilidade da rota quimica envolvida
na sintese. Além disso, a producdo em escala industrial envolvendo o presente processo é
relativamente simples, pois plantas quimicas de multi-propdsito poderiam ser utilizadas.
Destaca-se também que tais rotas sintéticas permitem tipicamente altos rendimentos em
operacdes conduzidas a temperatura proxima a ambiente, ou seja, sem demandas excessivas
de energia. Contribuem também para o baixo custo destes processos a demanda de reagentes
largamente disponiveis, tais como aminas arométicas e fendis. Por fim, ressalta-se que as
reacdes ocorrem em meio aquoso, o que oferece 6bvias vantagens econdmicas e ambientais se
comparados com outros solventes organicos (CHRISTIE, 2001).

No que se refere a absortividade, devido a presenca de estruturas aromdticas ou
quindnicas unidas por duplas liga¢des, grupos alifaticos unidos a grupos carbonilicos, grupos

azo, nitro, hidroxilicos e outros (DEL GIOVINE & BOCCA, 2003).
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2.3. Corante Organico Sintético

O surgimento do primeiro corante sintético ocorreu em 1856, na Inglaterra, quando o
quimico britdnico William Henry Perkin, aos 18 anos, realizava pesquisas para desenvolver
uma droga antimaldria. A droga ndo foi obtida, mas descobriu-se uma rota sintética para a
producdo de um corante orginico purpura, a malvaina ou corante anilina (MURMANN,
2004).

Na sequéncia desta descoberta, em 1907, comecaram a surgir e ser comercializados
agentes colorantes artificiais os quais eram adicionados em diversos tipos de alimentos
populares, dentre os quais incluem ketchup, mostarda, vinho e geléias. Neste periodo estavam
disponiveis no mercado mais de oitenta tipos de corantes sintéticos, sendo que estes agentes
colorantes eram utilizados sem passar por testes de toxicidade ou verificacdo de efeitos
colaterais (DOWNHAM & COLLINS, 2000; PINTEA, 2007).

Os corantes orgénicos sintéticos sdo aqueles obtidos por sintese orginica mediante o
emprego de processos tecnolégicos adequados e ndo encontrados em produtos naturais, sendo
dividido em dois grupos: idénticos aos naturais e artificiais:

. Idénticos aos naturais: sdo substincias sintéticas, cuja estrutura quimica
corresponde as dos corantes naturais correspondentes, apresentando caracteristicas de
identidade e pureza apropriada ao seu emprego para fins alimentares. Os corantes sintéticos
apresentam algumas vantagens em relacdo aos naturais. Muitos dos corantes naturais sao
sensiveis a luz, ao calor, ao oxigénio ou a ag@o das bactérias. Conseqiientemente, ndo sdo
estaveis. Os sintéticos, mais estaveis, t€m durabilidade maior e propiciam cores mais intensas.
Também sdo utilizados em menores quantidades e muitas vezes si0 menos Oonerosos que os
corantes naturais. Dentre os principais exemplos dessa classe tem-se: B-caroteno; B-apo-8’-
carotenal; éster etilico ou metilico do 4cido B-apo-8’-carotendico; riboflavina; xantofilas
(cantaxantina, criptoxantina, flavoxantina, luteina, rodoxantina, rubixantina, violoxantina).
Essas substincias conferem aos alimentos coloracdes amarelo e laranja de vérias tonalidades
diferentes (CARVALHO, 2004).

. Artificiais: os corantes artificiais sdo substincias sintéticas, cuja estrutura
quimica ndo corresponde a dos corantes naturais, apresentando caracteristicas de identidade e
pureza apropriadas ao seu emprego para fins alimentares. No Brasil, 11 corantes sio
admitidos para o uso em alimentos. Na FIG. 1 sdo apresentadas as estruturas quimicas dos

corantes artificiais permitidos para a utilizacdo em alimentos no Brasil.
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Figura 1 - Estrutura quimica dos principais corantes utilizados em alimentos
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Fonte: Adaptado de Marmitt et al. (2010) e Prado & Godoy (2003).

Classificam-se os corantes sintéticos em duas categorias, de acordo com as estruturas
quimicas: grupo Azo e grupo Nonazo (INOUE et al., 2006). Grupo Azo é um grupo funcional

do tipo R-N=N-R’, no qual R e R’ sdo grupos que contém 4tomos de carbono e dtomos de
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nitrogénio ligados a dois radicais aromaticos. Sdo chamados compostos azdicos, azoderivados
ou azocompostos (SASAKI et al., 2002).

Os corantes de grupo Azo apresentam um anel de naftaleno ligado a um segundo anel
de benzeno por uma ligacdo azo (N = N). Esses anéis podem conter um, dois ou trés grupos
sulfonicos. Em todo o mundo, este grupo representa a classe mais utilizada de corantes

sintéticos pela industria de alimentos (MORRISON et al., 2012).

Figura 2 — Estrutura quimica de Azobenzeno

Fonte: Lederer, 1990.

Algumas propriedades dos corantes artificiais permitidos para uso em alimentos e

racdes no Brasil estdo relacionadas em duas tabelas (TAB. 1 e TAB. 2).



Tabela 1 - Propriedades dos corantes artificiais permitidos para uso em alimentos e ra¢des no Brasil
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Nome Usual Tartrazina
sal tri-sodico
5-hidroxi-1-(4-
Nome sulfofenil )-4-[(4-
Quimico sulfofenil) azo]-
pirazole-3-
carboxilato
Classe monoazo
Formula C,HNNa,O,S,
Massa Molar 53435781
CAS N
Number 1934210
Color Index
(1) 19140
Codigo
- E-102
Brasil
Absorgdo N
Mixima P, = 42600
Absortividade 1%
(em agua) Eiem =527
Agua 20
Solubilidade Glicerina 18
(2/100mL)
a25°C Propileno 7
Etanol <01
IDA
(mg/Kg peso 1.5
corporeo)
Tartrazine,
Sindnimos FD&C Yellow
No. 3, Food

Yellow No.4

Amarelo
Crepusculo

sal di-sodio 6-
hidroxi-5-[(4-
sulfofenil) azo]-
naftaleno-2-
sulfonato

1monoazo

CieHioNoNayO,S,
45236374

2783-94-0
15985
E-110

Amax. = 480nm

1%

Ejem =551
:'\gua 19
Glicerina 20
Propileno 2.2

Etanol <0,1

2.5

Sunset yellow
FCF; Food
Yellow No.5,
FD&C Yellow
No.6

Azorrubina

sal di-sodico 4-
hidroxi-3-
[(4-sulfo-1-naftil)
azol-naftaleno-1-
sulfonato

monoazo
CyoHppN:Na, 0,8,
502,42354

3567-69-9

14720

Agua 5-10
2/100mL a 19-C

40

Carmoisine,
Food Red 3,
Acid ed 14

Amaranto

sal tri-sodico do

Ponceau 4R Eritrosina

sal tri-sodico 7-

acido 3-hidroxi-4- hidroxi-8- sal di-sodico
(4-sulfo-1-naftil (4-sulfo-1-naftil ~ 2.4,5,7-tetraiodo
azo)-naftaleno- azo)-naftaleno- fluoresceina
2.7-di-sulfonato 1,3-di-sulfonato
1monoazo 1Monoazo Xanteno
CooHy NoNa;016S; - CooHllNoNazOy0S; - CopHgluNayOs
604,46361 604,46361 879.86194
915-67-3 2611-82-7 16423-68-0
16185 16255 45430
E-123 E-124 E-127

Glicerina 1.5
Propileno 0.4

Etanol <0,1

0.5

Amaranth;
Food

Red No.2;
Bordeaus S

Amax = 5050mM

Amax = 326nm

1% 1%
Eiem =431 Eien= 1154
A gua 25 :’\gua 9

Glicerina 1.4 Glicerina 20

Propileno 1.4

Etanol 0,02 Etanol 1
4,0 0,1
New coccine, .
Food Red 7, Erythrosine B,
Food Red 14,
Food Red Acid Red 18
No.102 )

Propileno 20

Vermelho 40 Azul Patente V

sal de calcio di-4-
[dietilamino
ciclohexa-2,5-

sal di-sodico de
1-(2-metoxi-5-

metil-4- dienilideno-(-4-
sulfofenilazo)-  dietilaminofenil)
2-naftol-6- metil]-6-
sulfonato hidroxibenzeno —
1.3-di-sulfonato
10N0azo trifenilmetano
CsH1NNayOgS, - CyHs Ny NayO4S,
496,41674 5606,66147
25956-17-6 3536-49-0
16035 42051
E-129 E-131

Dmex. = 502nm

1% 1%
Ejem= 536 Ejem = 2000
:'\gua 22

Glicerina 3

Agua <10
Propileno 1.5
Etanol 0,001
7.0 15,0
Allura Red Acidblue 3;
Patent Blue
AC, v
Food Red 17

Food Blue 5

Azul Indigotina

sal di-sodico do
acido 5,5°-
indigotino
sulfonato

indigoide
CeHN:-Na,OgS,
466,34734

860-22-0
73015
E-132

Az = 610

1%

Ejem =498

Agua 1.6
Glicerina 1
Propileno 0,1

Etanol < 0.1

5.0

Indigo
carmine,
FD&C Blue
No. 2,
Food Blue
No.2

Azul Brilhante Verde Rapido
sal tri-sddico 4-
[4-(N-etil-p-
sulfobenzil
sal tri-sodico de amino)

4 47-di (N-etil-3-  -fenil]-(4-hidroxi-2

sulfonatobenzil  -sulfofenil-metileno)-
amino)-trifenil 1-
metil-2-sulfonato (N-etil-N-p-
sulfobenzil)-
A2,5-ciclohexa
dienimina.
trifenilmetano trifenilmetano
C37H3,N,NayOsS5 C37H3,NoNay,04S;
792,84314 808,84254
3844-45-9 2353-459
42090 42053
E-133 E-143

Apax = 6290m Ama = 6250m

1% 1%

Erem = 1637 Eiem = 1560

Agua 20

Glicerina 20 '
Agua <10
Propileno 20
Etanol 0,15
10,0 10,0

FD&C Blue Fast green FCF,
No.1, Food Bree
Blue 2 Food Green 3,

i FD&C Green No
Brilliant 3
blue FCF

Fonte: Prado & Godoy (2003).
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Tabela 2 - Relagdo dos corantes artificiais permitidos no Brasil, respectivos INS, IDA e LMP

Corante INS* IDA" LMP¢
mg/Kg/p.c.° mg/kg
Amaranto E-123 10 100
Eritrosina E-127 5 100
Vermelho 40%* E-139 30 100
Ponceau 4R* E-124 10 100
Amarelo Crepusculo* E-110 10 150
Tartrazina* E-102 7,5 150
Indigotina E-132 30 100
Azul Brilhante E-133 30 100
Azurrubina E-122 5 100
Verde Répido E-143 30 100
Azul Patente V E-131 30 150

* INS — International Numbering System. " IDA — Ingestdo Didria Aceitdvel. © p.c. — peso
corpdreo. ¢ LMP - Limite Mdximo Permitido. E — Corantes permitidos pela Unido
Européia utilizam este prefixo. * Corantes utilizados neste estudo. Fonte: PCHTRG
(1985); EC (2003; 2010).

Serdo abordados neste trabalho os corantes amarelo crepusculo, ponceau 4R, tartrazina
e vermelho 40:

o Amarelo creptsculo FCF (E 110): o corante amarelo crepusculo € sintetizado a
partir da tinta do alcatrio de carvao e tintas azdicas (derivadas do petréleo). Possui boa
estabilidade na presenca de luz, calor e 4cido, apresentando descolorag@o na presenca de 4cido
ascorbico e diéxido de enxofre. Este corante é pouco soliivel em etanol e insolivel em azeites,
estdvel até 130 °C, em meio alcalino apresenta coloragdo vermelha. Propicia cor amarela e
dentre suas principais aplicagdes estd o uso em produtos como: cereais, aperitivos, confeitos,
cereja em calda, coberturas, sobremesas, lacteos aromatizados, massas, molhos, queijos,
recheios, revestimentos, refrescos e refrigerantes, sucos de frutas, xaropes para refrescos
(MULTON, 1988). Os Estados Unidos, Japdo e paises da Unido Européia permitem seu
emprego em alimentos, j4 o Canadd permite seu emprego em alguns produtos especificos
(BERDICK, 1982; DOWNHAM & COLLINS, 2000).

° Ponceau 4R (E 124): também sintetizado a partir do alcatrdo do carvéo, o
corante ponceau 4R possui coloracdo vermelha, apresenta boa estabilidade ao calor, a luz e ao
dcido, descolore parcialmente na presenca de alguns agentes redutores como o 4cido
ascorbico e didxido de enxofre. Nao é permitido nos Estados Unidos, na Inglaterra seu uso é

provisorio e restrito, nos paises da UE (Unido Européia) e no Japdo seu uso é permitido, mas
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foi voluntariamente banido pelos industriais japoneses. Isso se deve aos poucos estudos
relevantes realizados sobre sua toxicidade (BERDICK, 1982; DOWNHAM & COLLINS,
2000).

U Tartrazina (E 102): o corante tartrazina € sintetizado a partir do alcatrdo do
carvao e confere a coloracdo amarela a alimentos como: cereais, aperitivos, confeitos, cereja
em calda, coberturas, sobremesas, lacteos aromatizados, massas, molhos, queijos, recheios,
revestimentos, refrescos e refrigerantes, sucos de frutas, xaropes para refrescos. A tartrazina é
pouco solivel em etanol, solivel em 4gua, porém em meio alcalino apresenta coloracio
vermelha. Além disso, possui excelente estabilidade a luz, calor e dcido, sendo descolorido na
presenca de 4cido ascérbico e diéxido de enxofre. E um dos corantes mais empregados em
alimentos e € permitido em muitos paises como Canadd, Estados Unidos e Unido Européia
(BERDICK, 1982; DOWNHAM & COLLINS, 2000).

U Vermelho 40 (E 129): o corante vermelho 40 também ¢ sintetizado
quimicamente e € utilizado para conferir coloragdo vermelha principalmente em bebidas,
doces, sobremesas, alimentos para animais. Este corante apresenta boa estabilidade a luz,
calor e 4cido, além de ser o corante vermelho mais estavel para bebidas na presenca do 4cido
ascorbico (IFT, 1986; DOWNHAM & COLLINS, 2000).

Devido ao uso indiscriminado destes corantes em alimentos e ragdes, surtos por
intoxicacdo e até mortes de pessoas e animais desencadearam. Com isto, os corantes foram os
primeiros aditivos sujeitos a regulamentagdo governamental nos Estados Unidos, sendo que,
apos avaliagdes toxicoldgicas, o FDA reduziu drasticamente o nimero de corantes sintéticos

permitidos para estes fins (PINTEA, 2007).
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2.3.1. Riscos a saiide

Dentre os possiveis efeitos toxicos que estes corantes podem causar em humanos e
animais destacam-se: reacdo anafildtica, bronco-constrigdo, asma, bronquite, urticdria,
prurido, tumores na tiredide, dentre outros. Além disso, os corantes artificiais podem
apresentar niveis altos de metais pesados, o que agravaria os riscos dessas substincias ao
organismo.

Os primeiros testes de mutagenicidade e/ou carcinogenicidade, empregando corantes
para alimentos ocorreram no inicio do século quando Fischer demonstrou o efeito
carcinogénico do corante vermelho escarlate (LEDERER, 1990). Desde entdo, varios outros
corantes tém sido testados. Em alguns estudos foi encontrada acdo mutagé€nica e/ou
carcinogénica e seu uso se tornou restrito ou proibido (COMBES & HAVELAND-SMITH,
1982; CHUNG & CERNIGLIA, 1992; GIRI et al., 1992).

Observou-se que quantidade significativa de pacientes com hipersensibilidade a
aspirina reagia a alguns aditivos, particularmente os de coloragdo amarela, laranja e vermelha,
como a tartrazina, amarelo crepisculo, Ponceau 4R e amaranto. As manifestacdes mais
comuns sdo: asma, urticaria, angiodema e rinite (SCHVARTSMAN, 1982).

A incidéncia de cancer intestinal em paises demasiadamente industrializados pode
estar relacionada diretamente ao consumo excessivo de alimentos contendo corantes azdicos
(CHUNG, 1983). Estes podem ser metabolizados pela microbiota intestinal e muitos se
mostraram mutagénicos no teste de Ames (CHUNG & CERNIGLIA, 1992). Os produtos da
sua metabolizacdo originam moléculas do tipo amino-azobenzeno. Essa potencialidade foi
demonstrada em estudos realizados com microrganismos e células de mamiferos (AL-SABTI,
2000; JAGER et al., 2004; WANG et al., 2005).

Os azos corantes podem ser metabolizados em aminas aromdticas pelas azoredutases
ou nitroredutases produzidas pela microbiota intestinal ou, ainda, por enzimas presentes no
citoplasma de células de mamiferos, como as xantinas oxidases, e pelo citocromo P450
(NOVOTNY et al., 2006). Dessa forma, o intestino delgado é um possivel 6rgdo alvo de
carcinogénese (SWEENEY et al., 1994). Se forem formadas N-hidroxilaminas, elas sdo
capazes de causar danos ao DNA. Entretanto, algumas pesquisas mostraram que grupos
acidos sulfonicos e cromoéforos azo podem conferir resisténcia aos corantes contra ataque
microbiano (KULLA et al., 1983; NACHIYAR & RAJAKUMAR, 2004; MANSOUR et al.,
2007).
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No entanto, em estudos realizados, in vivo em ratos utilizando o teste do micronucleo,
por Poul et al. (2009), os corantes amarelo crepusculo e tartarazina ndo foram capazes de
causar um efeito genotdxico consistente em células intestinais do célon por ndo apresentarem
microntcleos (auséncia de clastogenicidade e aneugenicidade). Contudo, Sasaki et al. (2002)
sugeriram um efeito genotéxico em ensaio de cometa in vivo. Ambas as pesquisas sugeriram
efeitos transitérios pelos constantes danos ao DNA, os quais sdo incapazes de serem fixados
em lesdes genotdxicas estdveis, o que pode ser parcialmente explicado pela citotoxicidade
local (células do célon), produzidas pelos corantes e observados em andlises histologicas
(SASAKI et al., 2002; POUL et al., 2009).

O teste do microniicleo é amplamente utilizado e aceito internacionalmente para
avaliacdo do potencial mutagénico (KIRSCH-VOLDERS et al., 1997, VANHAUWAERT et
al., 2001). Os microndcleos sdo formados de fragmentos cromossdmicos ou Ccromossomos
inteiros que se originam durante a tel6fase da mitose, e ndo sdo incorporados no nicleo
principal das células filhas ap6s a divisdo nuclear. O indice de micronticleos em células
humanas ou de roedores tem se tornado um dos pardmetros citogenéticos empregados na
rotina dos testes de genética toxicoldgica dos agentes quimicos e radiacdes in vivo e in vitro
(HAYASHI, 1983).

A Organizac¢do Mundial de Sadde sugere que esta classe de corantes estd relacionada a
atividade téxica e € responsavel por provocar vdrios reagdes imunoldgicas, podendo causar
asma. Considera-se que uma em cada dez mil pessoas apresentam reacdes adversas aos
corantes azo.

Na tltima década, os corantes amarelo crepisculo, vermelho bordeaux, e tartrazina, a
partir dos resultados de ensaios com mamiferos, que apontaram poder mutagénico e
carcinogénico, t€m causado controvérsia quanto aos seus efeitos toxicos, ocasionando a
proibi¢do de seu uso em alguns paises, como os Estados Unidos e Japao (FENG et al., 2012).
No entanto, em avaliacdes toxicoldgicas em outros paises, como na Inglaterra e no Brasil, os
mesmos ndo apresentaram toxicidade significativa em testes com roedores e continuam a ser
comercializados livremente (ORSOLIN & NEPOMUCENO, 2009; MORRISON et al., 2012).
Assim, de acordo com Rutkunas et al. (2010), os estudos sobre os efeitos adversos a satde
causados por corantes artificiais, principalmente aqueles do grupo azo, sdo insuficientes e
bastante contraditdrios.

Dentre os corantes azos, a tartrazina requer uma maior atencgdo dos toxicologistas e
alergistas (CROCE, 1965; DOWNHAM & COLLINS, 2000), sendo apontada como a

responsdvel por vdrias reagdes adversas, causando desde urticaria até asma. Estima-se que
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uma em cada dez mil pessoas apresenta reacdes a este corante (BERDICK, 1982).
Provavelmente, de 8 a 20% dos consumidores sensiveis a aspirina, sdo também sensiveis a
tartrazina.

O corante tartrazina tem sido alvo de estudos de mutagé€nese e carcinogénese, por
produzir, como todos os corantes azdicos, como metabdlito, o dcido sulfanilico, apds ser
reduzido por bactérias da microflora intestinal (MOUTINHO et al., 2007). Entretanto, uma
revisdto (OULD ELHKIM et al, 2007) indica que a tartrazina tem uma baixa
biodisponibilidade oral em roedores, é rapidamente metabolizada no célon e excretado nas
fezes. Tartrazina é um dos corantes mais utilizados nas industrias alimenticias.

Segundo Amin et al. (2010), a tartrazina provoca alteracdes nos pardmetros hepdticos
e renais, com aumento significativo na alanina transaminase, aspartato transaminase, fosfatase
alcalina, uréia, creatinina, proteina total e albumina), e podem induzir estresse oxidativo pela
formacdo de radicais livres. Além disso, pequenas moléculas podem reagir com o DNA
através de ligacdo covalente ou interacdes ndo covalentes. Existem vdrios sitios no DNA
molecular, onde a ligacdo pode ocorrer, entre dois pares de bases, no sulco menor, no sulco
maior, no exterior da hélice e a ligacdo eletrostatica (KASHANIAN et al., 2009).

Vermelho 40 também é um corante amplamente utilizado no Brasil (PAN et al., 2011),
porém, existem poucos trabalhos na literatura cientifica com a finalidade de avaliar a sua
citotoxicidade, mutagenicidade ou carcinogenicidade e os resultados destas pesquisas sdo
contraditérios. Alguns demostraram citotoxicidade e mutagenicidade e outros tém
evidenciado nenhuma atividade citotéxica e até mesmo um potencial antimutagé€nico. A
escassez de informagdes sobre este aditivo alimentar pode ser um problema, pois, como ja
mencionado, os corantes da classe azo sdo controversos na comunidade cientifica quanto a
sua toxicidade, incluindo a nivel celular. Estudos metabdlicos mostraram que o vermelho 40 é
pouco absorvido pelo organismo e em estudos de mutagenicidade ndo apresentou potencial
carcinogénico, desta forma tendo seu uso liberado para alimentos no Canadd e Estados
Unidos (IFT, 1986; DOWNHAM & COLLINS, 2000). No entanto, alguns dados publicados
indicam que este corante induz aberra¢des cromossdmicas em camundongos e alteracdes em
células da medula éssea de ratos (OULD ELHKIM et al., 2007).

Estudos disponiveis, testes de mutagenicidade e ensaios de clastogenicidade nas
células da medula éssea e estudos de longo prazo em ratos e hamsters sugerem que o corante
amarelo crepusculo nio tem potencial de genotoxicidade e carcinogenicidade (JECFA, 1982;

WEVER et al., 1989). Este corante € mal absorvido ap6s administragdo oral (JECFA, 1982).
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Alguns compostos podem interagir com o DNA quer covalentemente ou ndo. Em uma
ligacdo covalente os compostos interagem com uma base de azoto de DNA, como a guanina
N7. Por outro lado, a ligacdo ndo-covalente levam a interacdes do DNA que incluem
intercalagdo eletrostatica e ligacdo de complexos metélicos catidonicos ao longo do lado de
fora da hélice do DNA. A intercalacdo envolve a insercdo parcial de anéis aromédticos
heterociclicos entre os pares de bases de DNA (POLYANICHKO et al., 2004) o que pode
induzir um grande hipocromismo (diminui¢do de absorvancia) e significativa migragdo do
pico caracteristico para comprimentos de onda mais longos, como consequéncia da ligacdo
com outras substdncias no espectro de absorcdo devido a interacdo de empilhamento forte
entre o croméforo aromético da base ligante e pares de DNA (KELLY et al., 1985; CHOW &
BARTON, 1992).

Diferentes tipos de corantes usados no setor alimenticio sdo também utilizados pelas
industrias farmacéuticas, t€xteis, automotivas ou quimicas. Como consequéncia, durante os
processos de fabricacdo, parte destes corantes € perdida e frequentemente ocasionam

problemas ambientais (RIGONI, 2006).
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2.4. Legislacao

A legislagdo para aditivos alimentares e conseqiientemente corantes surgiu da
necessidade de controlar o uso destas substancias, uma vez que a sua utiliza¢do pela inddstria
de alimentos é cada vez mais comum. A legislagdo que regulamenta o uso de aditivos em
alimentos destinados a humanos j4 estd bem definida no Brasil, Estados Unidos e nos paises
da Unido Européia, porém, em se tratando da regulamentacdo de aditivos em alimentos
destinados a alimentacdo de animais, ainda é escassa.

A regulamentacio brasileira para aditivos foi estabelecida primeiramente pelo Decreto
n° 50.040, de 24 de janeiro de 1961, o qual dispunha sobre as normas técnicas especiais
reguladoras do emprego de aditivos quimicos em alimentos, sendo alterado pelo Decreto n°
691, de 1962 e posteriormente pelo Decreto n® 55.871 de margo de 1965 (BRASIL, 1965) o
ultimo vigente até a presente data. Apés o estabelecimento do decreto de n® 55.871, vérias
atualizagdes foram realizadas como a Resolucdo n° 44 de 1977, a qual estabeleceu as
condicdes de qualidade dos corantes empregados na produgdo de alimentos e bebidas; a
Portaria n° 2 de 1987, a qual excluiu os corantes Amarelo Acido ou Amarelo Sélido (13015),
Azul de Indantreno ou Azul de Alizarina (69800), Laranja GGN (15980), Vermelho Sélido E
(16045), e Escarlate GN (14815) para uso em alimentos; as Resolugdes n° 382 e 388, de 1999,
onde sdo mencionados 11 corantes permitidos no Brasil para alimentos e bebidas (PRADO &
GODOQY, 2003).

No Brasil, a permissdo para o uso, e a determinag@o dos niveis maximos tolerdveis de
corantes utilizados em alimentos é de responsabilidade da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitdria (ANVISA) e do Ministério da Saide (MS), que realizam atividades de inspecdo
através do Comité Permanente em Aditivos Alimentares (CPAA) (FAVERO et al., 2011).

Em se tratando da regulamentacdo para alimentos destinados a animais, ndo existe
legislacdo especifica no Brasil, porém, a Portaria n° 384, de 2003 e a Instru¢do Normativa n°
13 de 2004 fazem mengdo ao regulamento técnico sobre avaliacdo da seguranga de uso,
registro e comercializa¢do de aditivos para alimentagdo animal e regulamento técnico sobre
aditivos para produtos destinados a alimentacdo animal (BRASIL, 2003). Logo as
regulamentagdes pertinentes a corantes utilizados em alimentos destinados a humanos sio

extrapoladas para animais (BRASIL, 1965; 2003).
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Atualmente o que se verifica na literatura é que os dados e regulamentagdes utilizadas
para humanos sio extrapoladas para animais, sem considerar que a freqiiéncia e o tipo de
alimentos administrados para animais sio diferentes dos consumidos por humanos.

As Instrugdes Normativas n° 3; n° 30 e n° 66 do ano de 2009 contemplam os
regulamentos técnicos para procedimentos de registro de estabelecimentos e produtos
destinados para animais (BRASIL, 2009ab).

Em se tratando de alimentos para o consumo animal, de acordo com a legislagao,
aditivos sensoriais, como os corantes, e tecnoldgicos, constantes na formulacio dos produtos
devem ser declarados na composi¢io bésica (BRASIL, 2009b). E observado que nas
regulamentagdes para alimentos para animais ndo se especificam quais as substancias
permitidas, LMP (Limite Maximo Permitido) ou IDA para as espécies especificas. Dessa
forma, subtende-se que as regulamenta¢des para animais sdo oriundas daquelas para humanos.

Os Estados Unidos que chegaram a ter, no inicio do século XX, mais de 700
substancias com poder corante, reduziu a quantidade de corantes sintéticos permitidos em
alimentos para nove, sendo dois de uso restrito (FDA, 2007). No Japao, segundo a legislacio,
permite-se o uso de 11 corantes sintéticos. Com a criacdo da Unido Européia, houve a
necessidade de uma harmonizacdo das legislacdes dos paises membros. Assim, foram
elaboradas as diretrizes que controlam o uso de aditivos em alimentos, sendo as que englobam
os corantes sdo as diretrizes 94/36/EC e a 95/45/EC. Atualmente 17 corantes artificiais sdo
permitidos na Unido Européia para uso em alimentos e bebidas. Cabe destacar que alguns
paises, como a Noruega e Suécia, proibem o uso de corantes artificiais nos alimentos
(QUADRO 1) (EC, 1994; 1999; 2003).

No caso da Unido Européia a legislagcdo para aditivos em alimentos destinados para
animais € determinada pelos regulamentos (EC, 2003) n° 1831/2003 e diretiva 2003/7/EC,
sendo que estes determinam as normas para o uso dos aditivos na nutricdo animal, bem como
determinam os procedimentos para autorizagcdo, venda, e a rotulagem desses produtos. De
acordo com tal diretiva, as substincias corantes pertencem ao grupo assim chamado de
aditivos sensoriais, sendo as substincias que melhoram ou mudam as propriedades
organolépticas da alimentacdo ou as caracteristicas visuais do alimento destinado ao animal.
Este regulamento descreve nove xantofilas que podem ser adicionados a alimentacdo animal.
A cantaxantina € permitida como um aditivo para a alimentacdo de animais de companhia
como cées, gatos, peixes e passaros ornamentais (BREITHAUPT, 2007; EC, 2003; 2010).

Em todo o mundo, o cotrole da utilizacio de corantes em alimentos baseia-se na IDA,

ou seja, um valor numérico que determina a quantidade que se pode consumir de uma
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determinada substancia, diariamente e por toda a vida, que ndo apresenta riscos a sadde
humana, dentro dos conhecimentos atuais, estando sujeitos a alteracdes continuas,
dependendo dos resultados toxicoldgicos. A IDA de um determinado corante é estabelecida
segundo resultados de pesquisas internacionais e recomendagdes do Comité do Codex sobre
Aditivos Alimentares ¢ Contaminantes (CCFAC) (BESSONOV et al ., 2011).

O corante tartrazina, por exemplo, foi avaliado toxicologicamente pelo JECFA, com
enfoque em andlise de risco. O JECFA determinou a IDA numérica de 7,5 mg/kg-1 de peso
corpéreo. Isso significa, por exemplo, que uma crianga de 30kg e um adulto de 60kg podem
consumir até 225 mg e 450 mg de tartrazina por dia, respectivamente, sem risco provavel a
saude, a luz dos conhecimentos disponiveis na época da avaliagdo (ABIMA, 2007).

Apesar do controle exigido pelas agéncias reguladoras, a utilizacdo de corantes em
alimentos continua levantando uma série de dividas quanto a sua citotoxicidade, uma vez
que, na literatura, ha uma escassez de trabalhos avaliando a toxicidade destes compostos
(FENG et al., 2012). De acordo com Rutkunas et al. (2010), a acdo destes compostos a nivel
celular, deve ser avaliada em varios organismos de teste, como em mamiferos, plantas, insetos
e em culturas de células in vitro, de modo a medir com precisdo a sua real toxicidade

(IGANCI et al., 2006).
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Quadro 1 - Uso dos quatro azo corantes artificiais abordados, em alguns paises

Corante Estados Canadd Japao JECFA Unido
Unidos Européia

Ponceau 4R Proibido - Permitido! Permitido Permitido!

Tartrazina Permitido Permitido - Permitido Permitido

Amarelo Permitido Permitido? - Permitido Permitido

Crepusculo

Vermelho 40 Permitido Permitido Permitido - Permitido

! Voluntariamente banido pelas indistrias de alimentos na regido.
2 Em produtos especificos e numa concentracdo médxima de 300 ppm (partes por milhdo).
Fonte: Adaptado (PRADO & GODOY, 2003).

Os rétulos dos alimentos coloridos artificialmente devem constar a observagao
"COLORIDO ARTIFICIALMENTE" e terem relacionado nos ingredientes o nome completo
do corante ou seu nimero de INS (ASSOCIACAO BRASILEIRA DAS INDUSTRIAS DA
ALIMENTACAO, 2001).

2.5. Teste do Micronucleo

O Teste do Microntcleo foi desenvolvido por Matter & Schmid (1971), tendo sido
melhorado alguns anos depois (SCHMID, 1975). O ensaio foi desenvolvido primeiramente
em sistema in vivo, em células de medula 6ssea de camundongos, e posteriormente teve a
versdo in vitro introduzida por Heddle, em 1976. Atualmente € aplicado em vérios tipos
celulares. O teste € amplamente recomendado para avaliacdo do potencial mutagénico, para o
registro de novos produtos quimicos que entram no mercado mundial (HAYASHI et al.,1994;
CHOY, 2001; SBMCTA, 2005; OECD, 2007).

E importante ressaltar que os microniicleos sio formados durante a mitose,
independentemente do tipo de dano ocorrido durante o ciclo. Por isso, os danos no DNA
causados, por exemplo, pela exposicdo a agentes mutagénicos, somente SA0 exXpressos em
microntcleos apds um ciclo de divisdo celular, sendo dependentes da proporcao de células
que estdo se dividindo. Conseqiientemente, a comparacao da freqii€éncia de micronucleos entre
populacdes de células em divisdo so seria segura quando a cinética de divisdo nuclear apds o

dano ao DNA fosse idéntica (FENECH et al.,1999).
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O micronucleo (MN) se expressa em células em divisdo, como resultado de quebras
cromossOmicas, formando fragmentos acéntricos, ou como conseqiiéncia de cromossomos
inteiros que ndo se prenderam ao fuso mitdtico e dessa forma ndo chegam aos pdlos das
células durante a mitose ou a meiose. Na telofase, estes fragmentos ou cromossomos inteiros
sdo encapsulados em um pequeno nicleo separado, dai o termo MN (FIG. 3). Assim, o MN
representa tanto uma alteracdo cromossdmica estrutural, como uma alteracdo numérica

(SALVADORI et al., 2003).

Figura 3 - Formacdo do micronticleo em células da linhagem eritrocitéria

Agentes genotdxicos induzem a formagdo de quebras ou a ndo-disjuncdo dos cromossomos nas c€lulas e estes
fragmentos, ou cromossomo inteiro, ndo se prendem ao fuso de divisdo e sdo encapsulados em um pequeno
nucleo separado. O nicleo € expulso e o MN permanece no citoplasma da célula. Fonte: Ribeiro (2006).

Durante a maturacio das células da linhagem eritrocitdria na medula dssea, o nicleo
principal é expelido do eritrécito nucleado, enquanto os MN ficam retidos. Estes pequenos

ndcleos sdo analisados principalmente em eritrécitos policrométicos (PCEs, eritrdcitos

jovens) (FIG. 4).
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Figura 4 - Formacgao dos Eritrécitos Policromaticos (PCE) e Normocromdticos (NCE) na
medula dssea

10 - 24 horas .
PCEs 24h (1 dia)

l_uuz.tms_.l

I 8 Expulsdo do nicleo

ERITROBLASTO o
ERITROCITO

ERITROCITO NORMOCROMATICO

NIE U POLICROMATICO NCE SANGUE

PCE

O eritroblasto, durante seu processo de maturacdo, da origem ao eritrdcito policromético, eritrécito imaturo no
qual o nicleo foi expulso, que sofre maturagdo transformando-se em eritrécito normocromético (maduro) que
atinge a corrente sanguinea. Fonte: Ribeiro (2006).

MACROFAGO

Na técnica do MN em medula éssea de roedores a avaliacdo do nimero de células
micronucleadas € obtida através da contagem de PCE e NCE. Também ¢ feita a avaliacdo da
relacdo PCE/NCE (HEDDLE, 1981; TITENKO-HOLLAND et al.,, 1997). Diminuicdo na
proporcdo de eritrocitos imaturos (PCE) reflete em uma diminuicdo na relagio PCE/NCE,
dessa forma essa relacdo € um parametro de citotoxicidade ou depressdo celular (SHAHRIM
et al., 2006). Os MNs sdo tipicamente arredondados, com didmetro de 1/20 a 1/5 do diametro
do eritrécito e correspondem ao que se denomina, em hematologia, de Corpusculos de
Howell-Jolly. A taxa espontanea de eritrdcitos policromdticos € baixa e consistente, cerca de 3
microntcleos por 1000 células analisadas (RABELLO-GAY et al., 1991).

O teste do MN em medula 6ssea de roedores € bastante usado para a deteccdo de
agentes clastogénicos, que quebram cromossomos, e aneugénicos, que interferem nas fibras
do fuso. O teste se caracteriza pela observacdo do efeito do agente testado em PCE
anucleados, que tém vida curta, e qualquer MN encontrado representa dano cromossdmico
recente. Por ser de facil identificacdo e ter distribuicdo bem definida, os resultados obtidos
com o teste in vivo do MN fornecem fortes evidéncias da genotoxicidade sist€émica do
composto quimico avaliado sob condi¢cdes experimentais apropriadas (SALVADORI et al.,

2003).
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Diversos estudos comprovaram a eficicia do teste do MN como indicador de danos
citogenéticos em células cancerigenas. Aumento da freqiiéncia de MN € indicativo de
elevacdo das taxas de mutagdes, o que estd relacionado ao desenvolvimento de carcinomas
(CARVALHO et al., 2002). A medida da frequéncia de MN em linfécitos do sangue
periférico é extensivamente usada em epidemiologia molecular e em citogenética para avaliar
a presenca e a extensao dos danos cromossdmicos nas populacdes humanas expostas a agentes
genotdxicos ou com um perfil genético susceptivel. A alta confiabilidade e o baixo custo da
técnica contribuem para o sucesso mundial e adocdo desse biomarcador para estudos in vitro e
in vivo de danos genéticos (BONASSI et al., 2007).

Segundo Boriollo et al. (2008), hd paridade qualitativa dos ensaios realizados com
PCEs e NCEs provenientes da medula 6ssea e sangue periférico, o que sugere auséncia de
restricdo para os ensaios do microntcleo empregando roedores in vivo (camundongos Swiss
albinus).

O ensaio do microntcleo tem sido amplamente usado para medir genotoxicidade tanto
in vitro quanto in vivo. O teste in vivo é especialmente relevante porque permite obter maiores
informagdes sobre as condi¢des experimentais, tais como o metabolismo, a farmacocinética e
os processos de reparo do DNA. E usado primeiro para avaliar a habilidade da substincia
teste para induzir danos cromossOmicos estruturais ou numéricos, ambos associados com o
aparecimento e/ou progressdo de tumores (KRISHNA & HAYASHI, 2000).

Boriollo et al. (2014), utilizou o ensaio MN, in vivo, como potencial biomarcador, para
avaliar o efeito mutagénico (clastogenicidade e/ou aneugenicidade) e atividade
antimutagénica de um extrato da casca de Z. Joazeiro.

Os eventos que levam a formagdo do MN podem ser induzidos pelo estresse oxidativo,
exposicdo a agentes clastogénicos ou aneugénicos, defeitos genéticos nos checkpoints do
ciclo celular e/ou nos genes de reparo do DNA e também pela deficiéncia de nutrientes
requeridos como co-fatores no metabolismo do DNA e na maquinaria da segregacdo

cromossdmica (BONASSI et al., 2007).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1. Corantes azodicos

Os seguintes corantes azdicos foram adquiridos comercialmente e armazenados a
temperatura ambiente em local seco e escuro, de acordo com as recomendacgdes do fabricante
(Duas Rodas Industrial Ltda, Jaragud do Sul, SC, Brasil.):

° Red 40 E-129 [dissédico 6-hidroxi-5 - ((2-metoxi-5-metil 4-sulfofenil) azo) -2-
sulfonato de naftaleno] (CAS 25956-17-6);

U Ponceau-4R E-124 [trissédico (8Z) -7-0x0-8 - [(4-sulfonato-naftalen-1-il)
hydrazinylidene] naftaleno-1,3-dissulfonato] (CAS 2611-82-7);

° Tartrazina E-102 [trissédico (4E) -5-0xo0-1- (4-sulfonatofenil) -4 - [(4-sulfonato
fenil) hidrazono] - carboxilato de 3-pirazole] (CAS 1934-21-0);

U Amarelo crepusculo E-110 [dissédico 6-hidroxi-5 - [(4-sulfofenil) azo] -2-
naftalenossulfonato] (CAS 2783-94-0).

Os corantes azdicos foram preparados em solvente aquoso (4dgua tipo 1) em
concentragdes de 1X, esterilizado por filtracdo (Millipore Corporation, Durapore® hidrofilica
PVDF, 0,22 myu, 47 mm, cat. # 047 GVWP 00), e armazenados em tubos estéreis de

polipropileno (50 mL) a -70C° até o momento da utilizagao.

3.2. Sistema - Teste in vivo

Foram utlizados 168 (cento e sessenta e oito) camundongos da espécie Swiss albinus,
saudaveis, heterogéneos, adultos jovens, machos e fémeas (Unib: SW), com idade entre 7 e 12
semanas (periodo pubere), com um peso entre 30 e 40g (ou seja, a variacdo de peso entre 0s
animais, para cada sexo, ndo excedeu + 20%). Estes animais foram fornecidos pela CEMIB
(Centro Multidisciplinar para Investigacio Biolégica na Area da Ciéncia dos animais de

Laboratério - UNICAMP; http://www.cemib.unicamp.br).

Os eritrécitos da medula éssea destes camundongos foram utilizados no ensaio de

micronticleo (CSGMT, 1986; OECD, 1997c; KRISHNA & HAYASHI, 2000). Os animais
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foram mantidos em grupos do mesmo sexo, em caixas de polipropileno, num ambiente
climatizado a 22C° £ 3C°, com a umidade relativa do ar de 50% * 20%, e com os ciclos
dia/noite de 12 horas (ou seja, a luz 12h e 12h escuro). Estes foram alimentados com racdes
comerciais Labina Purina® (Nestlé Purina Pet Care Company) e dgua ad libitum, aclimatados
as condicdes laboratoriais durante 7 dias (um periodo de teste) antes da execugdo do
experimento. No final do periodo de teste, cada animal foi pesado e, de acordo com o peso,
recebeu 2mL.100g'1 de peso corporal do liquido indicado (controle negativo e controle
positivo). Apds o tratamento experimental os animais foram eutanasiados com CO? em
camaras de acrilico adaptadas (KRISHNA & HAYASHI, 2000).

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Animais da
UNIFENAS (CEPEAU Protocolo n.° 08A/2014) e realizada na UNIFENAS, campus
Alfenas/MG.

3.3 Grupos Experimentais

Cinquenta e seis grupos de animais (constituidos por 3 machos e 3 fémeas, cada um)
foram tratados utilizando um tdnico regime de dosagem administrada por sonda esofagica
(corantes azdicos e controle negativo) ou intraperitoneal (controle positivo) e dois tempos de
eutanasia (24h e 48h), com base em recomendacio sobre o ensaio in vivo de microntcleos
(CSGMT, 1986; OECD, 1997¢c; KRISHNA & HAYASHI, 2000; BORIOLLO et al., 2014ab):

e Grupos controle: 150 mM NaCl (controle negativo), 50 mg.kg™' de N-Nitroso-N-ethylurea

(controle positivo: NEU, Sigma N8509, CAS no. 759-73-9) e 5 mg.kg™' de doxorubicin

hydrochloride (VENKATESH et al., 2007; BORIOLLO et al., 2014ab) (quimioterapéutico:
DXR, Eurofarma Laboratérios Ltda., CAS no. 23214-92-8).

e Teste de genotoxicidade (corantes azéicos): Vermelho 40 E-129 (lg, 1,5g e 2g.Kg™),
Ponceau 4R E-124 (1, 1,5 ¢ 2 g.Kg'l), Tartrazine E-102 (1, 1,5 e 2 g.Kg'l) e Sunset
Yellow E-110 (1, 1,5e 2 g.Kg’l). A dose méxima tolerada (MTD) foi definida como
(i) a dose mais alta que pode ser administrada sem induzir letalidade ou toxicidade
excessiva durante o estudo causando a eutandsia, ou (ii) uma dose que produz algumas
indicagdes de toxicidade da medula dssea (por exemplo, uma reducdo na propor¢ado de
eritrocitos imaturos entre eritrdcitos totais na medula dssea), ou (iii) 2 g.Kg’1 (OECD,

1997c; KRISHNA & HAYASHI, 2000).
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3.4. Processamento da medula dssea e analise de células

Pouco tempo apés a eutandsia, os fémures foram removidos cirurgicamente e de forma
asséptica e os animais apropriadamente descartados. Cada fémur foi seccionado na
extremidade proximal e o contetddo do canal espinal foi lavado com 1,5 mL de solugdo NaCl
150 mM e transferido para um tubo de 15 mL em centrifuga (ZAMBRANO et al., 1982;
OECD, 1997c; KRISHNA & HAYASHI, 2000). Este material foi ressuspenso com uma
pipeta de Pasteur para assegurar uma distribui¢do aleatdéria de células de medula éssea. A
suspensdo foi entdo centrifugada a 1.000 rpm [centrifuga de Bancada Microprocessada, Mod.
NT 810, Nova Técnica Ind. E Com. De Equip. Para Laboratério Ltda., Piracicaba, SP, Brasil]
por 5 minutos. O sobrenadante foi rejeitado e o sedimento resultante foi ressuspenso em
500uL de solugdo de 150 mM NaCl adicionada de 4% de formaldeido. As laminas foram
preparadas por esfregaco (duas laminas por animal), secou-se a temperatura ambiente durante
24h e coradas com o corante Leishman eosina azul de metileno (corante puro por 3 minutos,
seguido por um corante diluido em dgua tipo 1 (1: 6) para 15 min) para diferenciar eritrécitos
policrométicos (PCE) de eritrécitos normocromaticos (NCE). FEritrocitos policromaticos
(PCEs) foram observados com uma ampliagdao de 1000x usando microscopia 6ptica [Nikon
Eclipse E-200], contados [pelo menos 2000 eritrécitos policrométicos anucleados por animal
foram marcados para a incidéncia de eritrécitos policromdticos micronucleados] com o
auxilio de uma camera digital e contador de células [Contador Diferencial CCS02, Kacil
Industria e Comércio Ltda., PE, Brasil contador Diferencial CCS02, Kacil Industria e
Comércio Ltda., PE, Brasil] e fotografada usando camera digital de 8.1 Megapixel [DC FWL
150]. Foram relatados o niimero de PCE e NCE, o niimero e a freqiiéncia de eritrécitos
policrométicos micronucleadas (MNPCEs). De modo a avaliar a toxicidade para a medula
ossea, a razdo de PCE para NCE também foi observada (OECD, 1997c¢c; KRISHNA &
HAYASHI, 2000). Esta razdo PCE/NCE é um indicador da aceleracdo ou inibicdo da
eritropoiese e tem sido relatada para variar com o tempo de pontuacdo. Um declinio continuo
na propor¢do PCE/NCE pode ser devido a inibi¢do da divisdo celular, a morte de
eritroblastos, a remocdo de células danificadas, ou a dilui¢do do conjunto de células com

células existente recém-formados (VENKATESH et al., 2007).
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3.5. Analise Estatistica
Os dados obtidos no ensaio de micronudcleos foram submetidos a analise de varidncia
(ANOVA), utilizando um esquema fatorial de 5 X 2 X 2 (tratamento X sexo X tempo), e

comparagdo das médias pelo teste de Tukey (p <0,05) usando o programa computacional

SAS® versdo 9.3.
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4 RESULTADOS

Investigacdes visando o conhecimento dos efeitos genotéxicos e mutagénicos de
corantes azdicos foram alvo de poucas pesquisas (SASAKI et al., 2002; MANSOUR et al.,
2007; ELHKIM et al., 2007; POUL et al., 2009; MPOUNTOUKAS et al., 2010), fato este que
impulsionou uma avaliagdo dos efeitos nocivos, sob a Optica mutagénica (i.e.,
clastogenicidade e/ou aneugenicidade) de quatro corantes azdicos (vermelho 40, vermelho de
Ponceau, tartrazina e amarelo crepuisculo) usando o ensaio do microndcleo (MN) in vivo. O
ensaio de MN ¢ utilizado para avaliar o dano cromossdmico induzido por agentes
mutagénicos quimicos e cancerigenos (YAMAMOTO & KIKUCHI, 1980; HEDDLE et al.,
1981). A formagdo de MN e a incidéncia de aberragdes cromossOmicas sdo altamente
correlacionadas (HEDDLE et al., 1983; ALMASSY et al., 1987). Entre as varias técnicas
utilizadas para detectar os efeitos genéticos e genotoxicos, o teste de MN € simples, barato e
menos pesado e permite a aplicagdo conveniente e facil, particularmente, em estudos
genotoxicos (SCHMID, 1976; HEDDLE et al., 1983). A substancia cancerigena N-Nitroso-N-
-etilureia utilizada nesse estudo como um controle positivo no ensaio de microntcleo € um
agente considerado mutagénico. Ap6s a administrag@o oral, o nimero de aberracdes nucleares
nas células foi consideravelmente maior quando comparado com os ratos ndo tratados,
indicando assim, a sensibilidade do sistema de ensaio.

Os numeros e as freqiiéncias de MNPCEs e a razio PCE/NCE na medula 6ssea de
ratos foram analisados estatisticamente para cada um dos grupos de animais tratados com
corantes azéicos (Red 40 E-129, E-124 Ponceau 4R, Tartrazina e Sunset E-102 grupos
Amarelo E-110) e de controle (NaCl e NEU).

Para os grupos de animais tratados com Red 40 E-129, a andlise dos MNPCEs niao
apresentaram diferencas significativas (p < 0,05) entre as doses de tratamento (1, 1,5 e 2 g Kg
l). No entanto, foram observadas diferengas estatisticas (p < 0,05) entre as doses de
tratamento e os grupos controle (NaCl ou NEU). Estes resultados sugerem presenga de
genotoxicidade do Red 40 E-129, independentemente da dose de Red 40 E-129
administrados, mas depende do sexo (masculino e feminino) e do tempo (24 e 48 h). A andlise
obtida a partir da razio PCE/NCE mostrou diferencas significativas (p < 0,05) entre a dose
mais baixa (1 g.Kg'l) e a mais alta (2 g.Kg'l) de Red 40 E-129, bem como entre 0s grupos

controle (NaCl e NEU) e as doses de tratamento deste azocorante. Estes resultados sugerem
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toxicidade sistémica de vermelho 40 E-129 sob as condi¢cdes de ensaio MN,
independentemente do tempo (24h e 48h), mas sexo-dependente e dose-dependente (TAB. 3).

Para os grupos de animais tratados com Ponceau 4R E-124, a andlise dos MNPCEs
mostrou diferencas significativas (p < 0,05) entre as doses de tratamento e grupos controle
(NaCl e NEU). Estes resultados sugerem a presenga de genotoxicidade de Ponceau 4R E-124,
independentemente do sexo do animal (macho e fémea), mas dependente do tempo (24 e 48h)
e dependente da dose (1, 1,5 e 2 g.Kg'l). A andlise obtida a partir da relagio PCE/NCE nao
apresentou diferencgas significativas (p < 0,05) entre as doses de Ponceau 4R E-124. No
entanto, foram observadas diferencas estatisticas (p < 0,05) entre os grupos controle (NaCl e
NEU) e as doses de tratamento deste azocorante. Estes resultados sugerem que toxicidade
sisttmica do Ponceau 4R E-124 sob as condi¢des de ensaio MN, independentemente das
doses, mas sexo-dependente e dependente do tempo (TAB. 4).

Para os grupos de animais tratados com Tartrazina E-102, a andlise dos MNPCEs
mostrou diferengas significativas (p < 0,05) entre as doses de tratamento (1, 1,5 e 2 g.Kg'l),
bem como entre as doses de tratamento e os grupos controle (NaCl e NEU). Estes resultados
sugerem a presenca de genotoxicidade de tartrazina E-102, independentemente do tempo de
tratamento (24 e 48h), mas dependente do sexo (masculino e feminino) e dependente da dose
(1, 1,5 e 2 gKg™). A anlise obtida a partir da relagio PCE/NCE nio apresentou diferencas
significativas (p < 0,05) entre as doses de Tartrazina E-102, mas ha diferencas estatisticas (p <
0,05) entre os grupos controle (NaCl e NEU) e as doses de tratamento deste azocorante. Estes
resultados sugerem toxicidade sist€mica da tartrazina E-102 sob as condi¢gdes de ensaio MN,
independentemente da dose de administracdo, mas sexo-dependente (masculino e feminino) e
dependente do tempo (24h e 48h) (TAB. 5).

Para os grupos de animais tratados com Amarelo Creptisculo E-110, a anélise dos
MNPCEs mostrou diferencas significativas (p < 0,05) entre as doses de tratamento (1, 1,5, 2
g.Kg'l), bem como entre as doses de tratamento e os grupos controle (NaCl e NEU). Estes
resultados sugerem a presenca de genotoxicidade de Amarelo crspusculo E-110,
independentemente do sexo do animal (macho e fémea), mas dependente do tempo (24 e 48h)
e dependente da dose (1, 1,5 e 2 g.Kg’l). A andlise obtida pela razdo PCE/NCE mostrou
diferencas significativas (p < 0,05) entre a menor (1 g.Kg') e a maior (2g.Kg™) dose de
amarelo crepuisculo E-110, bem como entre os grupos controle (NaCl e NEU) e as doses de

tratamento deste azocorante. Estes resultados sugerem toxicidade sistémica do Amarelo
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crepusculo E-110 sob as condicdes de ensaio MN, independentemente do sexo (masculino e

feminino) e do tempo (24 e 48h), mas dependente da dose (1, 1,5 ¢ 2 g.Kg™) (TAB. 6).
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Tabela 3 — Incidéncia de MNPCEs e razdo PCE/NCE na medula 6ssea de camundongos Swiss albinus, machos e fémeas, apds tratamentos por

24h e 48h. Sido apresentados os dados dos grupos controle (NaCl e NEU) e avaliagio da genotoxicidade do corante Red 40%"'%.
Tratamento Numero de PCEs analisado PCEMN;s ~ PCE / (PCE + NCE)** NCE (n)
24h 48h 24h (m)*  48h(m)®  24h (%)™ 48h (%) ¥ 24h " 48n A" 24h 48h
150 mM NaCl
2 2048 2082 14 18 0.684 0.865 0.931 0.905 152 218
e 2069 2077 17 17 0.822 0.818 0.900 0.831 231 423
Qs 2016 2055 16 20 0.794 0.973 0.960 0.822 84 445
¥ Q ATAT ¥ 6133 ¥ 6214 ¥ 47 ¥ 55 0.766 £0.073  0.885+0.079  0.93040.030  0.853 +0.046 ¥ 467 ¥ 1086
34 2074 2023 18 19 0.868 0.939 0.830 0.843 426 377
3, 2071 2046 20 19 0.966 0.929 0.863 0.818 329 454
35 2010 2009 19 22 0.945 1.095 0.874 0.773 290 591
x4 BT ¥ 6155 ¥ 6078 ¥ 57 ¥ 60 0.926+0.052  0.988+0.093  0.855+0.023  0.811+0.036 ¥ 1045 ¥ 1422
4 and @ ¥ 12288 ¥ 12292 £104% 1154  0.84640.104% 0.937+0.096* 0.893+0.047* 0.83240.043* X 1512  X2508
N-Nitroso—N-ethylurea — NEU (50 mg.Kgfj )
2 2027 2025 47 52 2.319 2.568 0.548 0.553 1673 1635
e 2071 2041 44 49 2.125 2.401 0.592 0.583 1429 1459
Qs 2026 2050 42 44 2.073 2.146 0.579 0.603 1474 1350
r QATAT ¥ 6124 ¥ 6116 ¥ 133 ¥ 145 2.17240.130 237240212  0.57340.023  0.580 +0.025 L4576 X 4444
34 2006 2004 44 48 2.193 2.395 0.590 0.573 1394 1496
3, 2053 2027 50 46 2.435 2.269 0.587 0.563 1447 1573
35 2033 2039 46 52 2.263 2.550 0.581 0.551 1467 1661
x &8P ¥ 6092 ¥ 6070 ¥ 140 ¥ 146 2297 40.125  2.405+0.141  0.586+0.005  0.562+0.011 Y4308 X 4730
4 and @ ¥ 12216 ¥ 12186 £273°€ £291°€ 2.23540.133¢ 2.388+0.162° 0.579+0.016° 0.571£0.020°" 8884 X 9174
Red 40 5% (1.000 mg.Kg™)
2 2033 2014 26 30 1.279 1.490 0.598 0.610 1367 1286
e 2028 2002 27 29 1.331 1.449 0.596 0.589 1372 1398
Qs 2078 2004 23 29 1.107 1.447 0.649 0.573 1122 1496
¥ QATAT ¥ 6139 ¥ 6020 ¥ 76 ¥ 88 1.23940.117  1.462+0.024  0.615+0.030  0.591 +0.019 ¥ 3861 X 4180
34 2021 2013 25 25 1.237 1.242 0.612 0.629 1279 1187
3, 2050 2059 24 29 1.171 1.408 0.621 0.606 1250 1341
35 2013 2058 30 26 1.490 1.263 0.649 0.624 1087 1242
r 3B E ¥ 6084 ¥ 6130 ¥ 79 ¥ 80 1.29940.169  1.305+0.091  0.628 +0.019  0.619+0.012 ¥ 3616 X 3770
4 and @ ¥ 12223 ¥ 12150 1558 ¥ 168" 1.269+0.134 % 1.38340.105% 0.621 £0.024°" 0.605+0.021°" £7477  £7950



Red 40 5% (1.500 mg.Kg™)

Q 2074
Qs 2006
Qs 2043
¥ QATAT ¥ 6123
S 2028
ER 2008
N 2010
r 38T ¥ 6046

Red 40 5% (2.000 mg.Kg™)

8 2047
Qs 2028
Qs 2060
¥ QATAT ¥ 6135
3, 2056
3, 2024
3 2035
¥ g B ¥ 6115

As letras A, B, C e D correspondem a escala padronizada de Tukey (p < 0,05).

2055
2049
2030
Y 6134
2043
2069
2032
Y 6144

2053
2095
2044
X 6192
2068
2001
2016
¥ 6085

29
27
25
X 81
24
27
27

X 78

24
27
26
x71
33
32
27
X 92

29
29
24
X 82
33
30
30
¥ 93

32
31
29
X 92
31
29
33
¥ 93

1.398
1.346
1.224
1.323 £0.090
1.183
1.345
1.343
1.290 +0.093

1.172
1.331
1.262
1.255 +0.080
1.605
1.581
1.327
1.504 +0.154

1.411
1.415
1.182
1.336 £0.133
1.615
1.450
1.476
1.514 £0.089

1.559
1.480
1.419
1.486 £0.070
1.499
1.449
1.637
1.528 £0.097

0.593
0.608
0.681
0.627 £0.047
0.676
0.628
0.609
0.638 +£0.035

0.660
0.634
0.644
0.646 £0.013
0.643
0.633
0.656
0.644 £0.012

0.604
0.585
0.597
0.596 £0.010
0.619
0.627
0.635
0.627 £0.008

0.622
0.655
0.601
0.626 £0.027
0.627
0.645
0.630
0.634 £0.010

1426
1294
957

¥ 3677
972
1192
1290
¥ 3454

1053
1172
1140
X 3365
1144
1176
1065
¥ 3385

48

1345
1451
1370
X 4166
1257
1231
1168
X 3656

1247
1105
1356
X 3708
1232
1099
1184
¥ 3515
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Tabela 4 — Incidéncia de MNPCEs e razdo PCE/NCE na medula 6ssea de camundongos Swiss albinus, machos e fémeas, apds tratamentos por

24h e 48h. Sido apresentados os dados dos grupos controle (NaCl e NEU) e avaliagio da genotoxicidade do corante Ponceau 4R,

Tratamento Numero de PCEs analisado PCEMN;s ~ PCE / (PCE + NCE)** NCE (n)

24h 48h 24h (m)*  48h(m)®  24h (%)™ 48h (%) ¥ 24h " 48n %" 24h 48h
150 mM NaCl
2 2048 2082 14 18 0.684 0.865 0.931 0.905 152 218
e 2069 2077 17 17 0.822 0.818 0.900 0.831 231 423
Qs 2016 2055 16 20 0.794 0.973 0.960 0.822 84 445
x QATAT ¥ 6133 ¥ 6214 T 47 r5s 0.766 £0.073  0.885+0.079  0.930+0.030  0.853 +0.046 ¥ 467 T 1086
34 2074 2023 18 19 0.868 0.939 0.830 0.843 426 377
3, 2071 2046 20 19 0.966 0.929 0.863 0.818 329 454
35 2010 2009 19 22 0.945 1.095 0.874 0.773 290 591
X gATET ¥ 6155 ¥ 6078 x57 ¥ 60 0.926 +0.052  0.988+0.093  0.855+0.023  0.811+0.036 X 1045 X 1422
4 and @ ¥ 12288 ¥ 12292 £104%  X115%  0.84640.104% 0.937+0.096% 0.893+0.047% 0.83240.043% 1512  X2508
N-Nitroso—N-ethylurea — NEU (50 mg.Kgfj )
2 2027 2025 47 52 2.319 2.568 0.548 0.553 1673 1635
e 2071 2041 44 49 2.125 2.401 0.592 0.583 1429 1459
Qs 2026 2050 42 44 2.073 2.146 0.579 0.603 1474 1350
¥ QATAT Y 6124 Y6116 ¥ 133 ¥ 145 2.17240.130 237240212  0.57340.023  0.580 +0.025 Y4576 X 4444
3 2006 2004 44 48 2.193 2.395 0.590 0.573 1394 1496
3, 2053 2027 50 46 2.435 2.269 0.587 0.563 1447 1573
35 2033 2039 46 52 2.263 2.550 0.581 0.551 1467 1661
X gAY ¥ 6092 ¥ 6070 ¥ 140 ¥ 146 2297 40.125  2.405+0.141  0.586+0.005  0.562+0.011 Y4308 X 4730
4 and @ ¥ 12216 ¥ 12186 £273" £291°" 2.23540.133 % 2388+40.162° 0.57940.016 0.571£0.020¢ 8884  x9174
Ponceau 4R ¥'%* (1.000 mg.Kg™)
2 2049 2047 24 27 1.171 1319 0.640 0.620 1151 1253
e 2059 2027 25 30 1214 1.480 0.624 0.633 1241 1173
Qs 2048 2041 28 25 1.367 1.225 0.602 0.618 1352 1259
T QATAT ¥ 6156 Y6115 X 77 T 82 1.25140.103  1.34140.129  0.622+0.019  0.624 +0.008 ¥ 3744 X 3685
3 2062 2069 24 25 1.164 1.208 0.644 0.609 1138 1331
3, 2012 2062 23 30 1.143 1.455 0.651 0.644 1080 1138
35 2045 2011 25 28 1.222 1.392 0.660 0.609 1055 1289
r gATET ¥ 6119 ¥ 6142 r72 ¥ 83 1.177 40.041  1.352+0.128  0.65240.008  0.621 +0.020 ¥ 3273  £3758
Y3 and Q ¥ 12275 ¥ 12257 > 149°® > 165°® 1.21440.081%  1.34740.115% 0.637£0.021%  0.622+0.014% £7017 %7443



Ponceau 4R ' (1.500 mg.Kg™)

Q 2033 2055
Qs 2017 2057
Qs 2055 2055
¥ QATAT ¥ 6105 ¥ 6167
S 2052 2048
3, 2026 2049
N 2049 2066
r 3 AT ¥ 6127 ¥ 6163

Ponceau 4R ¥'%* (2.000 mg.Kg™)

2, 2096 2038
Qs 2008 2087
Qs 2052 2151
¥ QATAY ¥ 6156 ¥ 6276
3, 2001 2052
3y 2050 2089
3 2032 2029
¥ gATE ¥ 6083 ¥ 6170

As letras A, B, C e D correspondem a escala padronizada de Tukey (p < 0,05).

33
31
30
¥ 94
28
28
28
¥ 84

34
34
31
X 99
31
32
33
X 96

26

28

27

X 81
33

35

32

X 100

36
36
36
X 108
37
33
35
X 105

1.623
1.537
1.460
1.540 +£0.082
1.365
1.382
1.367
1.371 £0.010

1.622
1.693
1.511
1.609 +£0.092
1.549
1.561
1.624
1.578 £0.040

1.265
1.361
1.314
1.313 £0.048
1.611
1.708
1.549
1.623 +0.080

1.766
1.725
1.674
1.722 £0.046
1.803
1.580
1.725
1.703 £0.113

0.635
0.630
0.642
0.636 £0.006
0.662
0.614
0.603
0.626 +0.031

0.655
0.628
0.586
0.623 £0.035
0.606
0.586
0.598
0.597 £0.010

0.685
0.605
0.623
0.638 £0.042
0.621
0.585
0.608
0.605 £0.018

0.637
0.652
0.672
0.654 £0.018
0.604
0.614
0.615
0.611 +0.006

1167
1183
1145
X 3495
1048
1274
1351
X 3673

1104
1192
1448
X 3744
1299
1450
1368
Y 4117

945
1343
1245
¥ 3533
1252
1451
1334
X 4037

1162
1113
1049
¥ 3324
1348
1311
1271
¥ 3930
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Tabela 5 — Incidéncia de MNPCEs e razdo PCE/NCE na medula 6ssea de camundongos Swiss albinus, machos e fémeas, apds tratamentos por

24h e 48h. Sao apresentados os dados dos grupos controle (NaCl e NEU) e avaliagdo da genotoxicidade do corante Tartrazina

E-102

Tratamento Numero de PCEs analisado PCEMN;s ~ PCE / (PCE + NCE)** NCE (n)

24h 48h 24h (m)*  48h(m)*  24h (%)™ 48h (%) * 24h " 48n %" 24h 48h
150 mM NaCl
2 2048 2082 14 18 0.684 0.865 0.931 0.905 152 218
e 2069 2077 17 17 0.822 0.818 0.900 0.831 231 423
Qs 2016 2055 16 20 0.794 0.973 0.960 0.822 84 445
¥ Q ATAT ¥ 6133 ¥ 6214 ¥ 47 ¥ 55 0.766 £0.073  0.885+0.079  0.93040.030  0.853 +0.046 ¥ 467 ¥ 1086
34 2074 2023 18 19 0.868 0.939 0.830 0.843 426 377
3, 2071 2046 20 19 0.966 0.929 0.863 0.818 329 454
35 2010 2009 19 22 0.945 1.095 0.874 0.773 290 591
x4 BT ¥ 6155 ¥ 6078 ¥ 57 ¥ 60 0.926+0.052  0.988+0.093  0.855+0.023  0.811+0.036 ¥ 1045 ¥ 1422
4 and @ ¥ 12288 ¥ 12292 £104%  X115%  0.84640.104% 0.937+0.096* 0.893+0.047% 0.83240.043% X 1512  X2508
N-Nitroso—N-ethylurea — NEU (50 mg.Kgfj )
2 2027 2025 47 52 2.319 2.568 0.548 0.553 1673 1635
e 2071 2041 44 49 2.125 2.401 0.592 0.583 1429 1459
Qs 2026 2050 42 44 2.073 2.146 0.579 0.603 1474 1350
¥ QATAT Y6124 ¥6116 ¥133 Y145 2.17240.130 237240212  0.57340.023  0.580 +0.025 Y4576 X 4444
34 2006 2004 44 48 2.193 2.395 0.590 0.573 1394 1496
3, 2053 2027 50 46 2.435 2.269 0.587 0.563 1447 1573
35 2033 2039 46 52 2.263 2.550 0.581 0.551 1467 1661
X 4B ¥ 6092 ¥ 6070 ¥ 140 ¥ 146 2297 40.125  2.405+0.141  0.586+0.005  0.562+0.011 Y4308 X 4730
4 and @ ¥ 12216 ¥ 12186 £273°  x291° 2.23540.133 % 2.38840.162° 0.57940.016°  0.5714£0.020¢ 8884  x9174
Tartrazine™' (1.000 mg.Kg™")
2 2001 2067 27 23 1.349 1.113 0.667 0.738 999 733
e 2016 2037 26 22 1.290 1.080 0.672 0.702 984 863
Qs 2038 2064 30 26 1.472 1.260 0.637 0.712 1162 836
¥ QATAT ¥ 6055 ¥ 6168 ¥ 83 ¥ 71 1.37040.093  1.15140.096  0.659+0.019 0.717 £0.019 Y3145  X2432
34 2027 2023 33 29 1.628 1.434 0.614 0.749 1273 677
3, 2034 2030 28 29 1.377 1.429 0.616 0.725 1266 770
35 1908 2012 27 27 1.415 1.342 0.596 0.805 1292 488
r 3B E ¥ 5969 ¥ 6065 ¥ 88 ¥ 85 1.47340.135 1401 £0.051  0.609+0.011  0.760 +0.041 ¥ 3831 ¥ 1935
4 and @ ¥ 12024 ¥ 12233 r171 8 X 156" 1.42240.118% 1276 £0.153% 0.634+0.031%"  0.73940.037° $£6976 ¥ 4367



Tartrazine™ ' (1.500 mg. Kg’l )

Q, 2068 2059
Qs 2065 2011
Qs 2075 2052
¥ QATAT ¥ 6208 ¥ 6122
EN 2020 2046
2, 2060 2028
N 2033 2052
r g BE ¥ 6113 ¥ 6126

Tartrazine™'” (2.000 mg.Kg™)

Q 2031 2049
Q5 2026 2041
Qs 2016 2077
¥ QATAT ¥ 6073 ¥ 6167
N 2006 2036
ER 2063 2053
3y 2005 2021
r 3BT ¥ 6074 ¥ 6110

As letras A, B, C e D correspondem a escala padronizada de Tukey (p < 0,05).

23
25
27
x75
29
30
32
¥91

35

31

32

¥ 98
33

35

34

¥ 102

28
31
28
X 87
31
31
33
¥95

30
29
33
X 92
30
35
33
X 98

1.112
1.211
1.301
1.208 +0.095
1.436
1.456
1.574
1.489 +0.075

1.723
1.530
1.587
1.614 £0.099
1.645
1.697
1.696
1.679 £0.030

1.360
1.542
1.365
1.422 +£0.104
1.515
1.529
1.608
1.551 £0.050

1.464
1.421
1.589
1.491 +0.087
1.473
1.705
1.633
1.604 £0.118

0.689
0.738
0.669
0.699 £0.035
0.652
0.710
0.616
0.659 +0.048

0.655
0.633
0.650
0.646£0.012
0.608
0.625
0.668
0.634 +0.031

0.710
0.670
0.708
0.696 £0.022
0.660
0.699
0.641
0.667 £0.030

0.640
0.756
0.692
0.696 £0.058
0.702
0.662
0.674
0.679 +£0.021

932
735
1025

X 2692
1080
840
1267

X 3187

1069
1174
1084
X 3327
1294
1237
995

¥ 3526

841
989
848

¥ 2678
1054
872
1148
¥ 3074

1151
659
923

X 2733
864
1047
979

¥ 2890
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Tabela 6 — Incidéncia de MNPCEs e razdo PCE/NCE na medula 6ssea de camundongos Swiss albinus, machos e fémeas, apds tratamentos por
24h e 48h. Sdo apresentados os dados dos grupos controle (NaCl e NEU) e avaliagio da genotoxicidade do corante Amarelo crespisculo™'°.

Tratamento Numero de PCEs analisado MNPCEs PCE / (PCE + NCE)** NCE (n)

24h 48h 24h(n)* 48h(m)®  24h (%)Y 48h (%) ¥ 24h 4" 48n 4" 24h 48h
150 mM NaCl
2 2048 2082 14 18 0.684 0.865 0.931 0.905 152 218
e 2069 2077 17 17 0.822 0.818 0.900 0.831 231 423
Qs 2016 2055 16 20 0.794 0.973 0.960 0.822 84 445
¥ Q ATAT ¥ 6133 ¥ 6214 ¥ 47 x55 0.766 £0.073  0.885+0.079  0.930 +0.030 0.853 +0.046 ¥ 467 ¥ 1086
34 2074 2023 18 19 0.868 0.939 0.830 0.843 426 377
3, 2071 2046 20 19 0.966 0.929 0.863 0.818 329 454
35 2010 2009 19 22 0.945 1.095 0.874 0.773 290 591
X g ATAT ¥ 6155 ¥ 6078 ¥ 57 ¥ 60 0.926 +0.052  0.988 +0.093  0.855 +0.023 0.811 +0.036 Y1045 X 1422
X3 and Q@ ¥ 12288 ¥ 12292 £104%  T115%  0.84610.104* 0.93720.096 % 0.893+0.047 "  0.832+0.043*" £ 1512  £2508
N-Nitroso—N-ethylurea — NEU (50 mg.Kgfj )
2 2027 2025 47 52 2.319 2.568 0.548 0.553 1673 1635
e 2071 2041 44 49 2.125 2.401 0.592 0.583 1429 1459
Qs 2026 2050 42 44 2.073 2.146 0.579 0.603 1474 1350
¥ QATAT ¥ 6124 ¥ 6116 ¥ 133 ¥ 145 2.17240.130  2.37240.212  0.573 £0.023 0.580 +0.025 Y4576 X 4444
34 2006 2004 44 48 2.193 2.395 0.590 0.573 1394 1496
3, 2053 2027 50 46 2.435 2.269 0.587 0.563 1447 1573
35 2033 2039 46 52 2.263 2.550 0.581 0.551 1467 1661
X g ATAT ¥ 6092 ¥ 6070 ¥ 140 ¥ 146 2.29740.125  2.40540.141  0.586 +0.005 0.562 +0.011 ¥ 4308 X 4730
4 and @ ¥ 12216 ¥ 12186 £273°" »291F 2235+0.133% 2.388+0.162% 0.57940.016° 0.571+0.020°" £ 8884  x9174
Sunset Yellow =11°(1.000 mg.Kg™)
2 2038 2023 20 21 0.981 1.038 0.703 0.698 862 877
e 2019 2031 23 23 1.139 1.132 0.721 0.725 781 769
Qs 2010 2066 25 22 1.244 1.065 0.693 0.666 890 1034
¥ QATAT ¥ 6067 ¥ 6120 ¥ 68 ¥ 66 1.12140.132  1.078£0.049  0.706 +0.014 0.696 +0.029 ¥ 2533 X 2680
34 2036 2026 24 25 1.179 1.234 0.702 0.675 864 974
3, 2037 2065 24 27 1.178 1.308 0.679 0.666 963 1035
35 2038 2001 26 26 1.276 1.299 0.679 0.667 962 999
r 3 ATAT ¥ 6111 ¥ 6092 ¥ 74 ¥ 78 1211 4£0.056  1.280+0.040  0.687 +0.013 0.669 +0.005 2789 X 3008
4 and @ ¥ 12178 ¥ 12212 r1428 ¥ 1445 1.166 £0.103 % 1.179+0.118 % 0.696+0.016°" 0.683+0.024®" £5322 ¥ 5688



Sunset Yellow *'°(1.500 mg.Kg™')

Q 2001 2016
Qs 2037 2043
Qs 2065 2031
¥ QATAT ¥ 6103 ¥ 6090
S 2050 2010
3 2009 2007
N 2050 2036
r 3 AAT ¥ 6109 ¥ 6053

Sunset Yellow 11°(2.000 mg.Kg™)

2, 2026 2006
Qs 2067 2051
Qs 2070 2055
¥ QATAT ¥ 6163 ¥ 6112
3, 2040 2011
3y 2048 2055
3y 2012 2058
¥ g AT ¥ 6100 ¥ 6124

27
28
26
X 81
27
29
24
X 80

36
28
32
X 96
30
31
31
X 92

26
34
30
X 90
29
27
27

Y 83

34
34
32
X 100
33
34
33
¥ 100

1.349
1.375
1.259
1.328 +0.061
1.317
1.444
1.171
1.310 £0.137

1.777
1.355
1.546
1.559 +0.211
1.471
1.514
1.541
1.508 +0.035

As letras A, B, C, D e E correspondem a escala padronizada de Tukey (p < 0,05).

1.290
1.664
1.477
1.477 +£0.187
1.443
1.345
1.326
1.371 +£0.063

1.695
1.658
1.557
1.637 £0.071
1.641
1.655
1.603
1.633 £0.026

0.625
0.617
0.712
0.652 £0.053
0.641
0.628
0.683
0.651 £0.029

0.614
0.646
0.647
0.636 +0.019
0.680
0.661
0.649
0.663 £0.016

0.695
0.704
0.677
0.692 £0.014
0.670
0.669
0.702
0.680 £0.019

0.647
0.603
0.642
0.631 £0.024
0.670
0.685
0.686
0.680 +0.009

1199
1263
835

X 3297
1150
1191
950

¥ 3291

1274
1133
1130
X 3537
960
1052
1088

X 3100

884
857
969
X 2710
990
993
864
X 2847

1094
1349
1145

X 3588
989
945
942

X 2876
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Figura 5 — Incidéncia de MNPCEs e razio PCE/NCE na medula 6ssea de camundongos
Swiss albinus, machos e fémeas, apds tratamentos por 24h e 48h. Sdo apresentados os dados

dos grupos controle (NaCl e NEU) e avaliacdo da genotoxicidade do corante Red 4
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Figura 6 - A incidéncia de MNPCEs e PCE/NCE na medula ssea de camundongos Swiss
albinus, machos e fémeas, apds testar por 24h e 48h. Sao apresentadoss os dados dos grupos
controle (NaCl e NEU) e avaliagio da genotoxicidade do corante Ponceau 4R""%*,
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Figura 7 - A incidéncia de MNPCEs e PCE/NCE na medula 6ssea de camundongos Swiss
albinus, machos e fémeas, apds testar por 24h e 48h. Sao apresentadoss os dados dos grupos

controle (NaCl e NEU) e avaliacdo da genotoxicidade do corante Tartrazina
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Figura 8 - A incidéncia de MNPCEs e PCE/NCE na medula ssea de camundongos Swiss
albinus, machos e fémeas, apds testar por 24h e 48h. Sao apresentadoss os dados dos grupos

controle (NaCl e NEU) e avaliacdo da genotoxicidade do corante Amarelo crespuisculo
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O Quadro 2 apresenta um resumo dos resultados da pesquisa quanto ao potencial
genotdxico e citotéxico dos quatro corantes em questdo, dependente da dose, do tempo de

exposicdo e do sexo.

Quadro 2 — Resumo dos resultados de genotoxicidade e citotoxicidade de corantes azdicos

segundo fatores dependentes.

Corante MN MN MN PCE/NCE PCE/NCE  PCE/NCE

D - Dep T - Dep S - Dep D - Dep T — Dep S —Dep
Vermelho 40 - + + + - +
Ponceau 4R + + - - + +
Tartrazina + - + - + +
Amarelo + + - + - -
Crepusculo

MN - Ensaio de Microntcleo.
PCE/NCE - Razéo entre Eritrocitos Policromaticos e Eritrocitos Normocromaticos

D —dose; T — tempo; S — sexo / Dep — dependente.
- (negativo); + (positivo).
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5 DISCUSSAO

Tem-se discutido a respeito da toxicidade dos corantes sintéticos e dos riscos que
podem causar a saide. Geralmente, estdo associados ao modo e ao tempo de exposicdo aos
mesmos. Muitos dos problemas de saide, como alergias, rinite, bronco constricdo,
hiperatividade, danificagdo cromossOmica, tumores, entre outros, t€ém sido reportados autores
diversos (MARMITT et al., 2010).

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
como mutagénese; quer seja na alteracdo determinismo genético celular ou organico,
identificados, respectivamente, como carcinogénese e teratogénese (ERDTMANN, 2003;
BORTOLOTTO, 2007).

Em ensaio de micronticleo em ratos, foi determinada a genotoxicidade dos corantes
tartrazina, amarelo crepisculo, vermelho 40 e ponceau 4R. Este teste é considerado adequado
para a deteccdo de efeitos clastogénicos de compostos administrados por via oral por sonda
(VANHAUWAERT et al., 2001). A maior parte dos corantes ingeridos atingem o célon e sdo
rapidamente metabolizados pela microbiota intestinal (OULD ELHKIM et al., 2007; EFSA,
2008). Consequentemente, ap6s a administracdo oral, o c6lon € o principal 6rgdo alvo destes
corantes e seus metabolitos. O indice de microndcleos em células humanas ou de roedores
tem se tornado um dos pardmetros citogenéticos empregados na rotina dos testes de genética
toxicoldgica dos agentes quimicos e radiagdes in vivo e in vitro (HAYASHI, 1983).

Segundo Moutinho et al. (2007) foi observado um aumento significativo na producdo
de linfécitos e eosinéfilos na mucosa do antro gistrico dos ratos. Nao foram observadas
altera¢des carcinogénicas em nenhuma das regides gdstricas com a dose e tempo utilizados
(7,5 mg de tartrazina/kg/dia durante dez meses). Os autores sugerem estudos modificando-se
a dose e o tempo de exposi¢do ao referido corante, de forma a permitir a observacido dos
efeitos associados a outros carcindgenos. Doses de 1 a 5 mg de tartrazina foram suficientes
para provocar urticdria e de 1 a 10mg, casos de bronco-espasmo (SCHVARTSMAN, 1982).
Segundo Sasaki et al. (2002), a tartrazina induz ao dano no DNA em estdmago, célon e
bexiga urinaria com dose de 10 mg/kg. Esta dose é proxima a aceitavel para o consumo de
acordo com a IDA. Segundo Ould Elhkim et al. (2007), a tartrazina nio apresentou potencial
cancerigeno em ratos e camundongos.

Danos ao DNA causados pela tartrazina a 2000mg/kg, foram avaliados 24 horas ap6s a

administracio, enquanto que outros corantes alimentares, por exemplo, amarelo crepusculo,
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ndo produziram um aumento, estatisticamente significativo, de danos ao DNA em células do
colon (POUL et al., 2009). O uso prolongado deste corante provocou aumento do nimero de
linfécitos da mucosa gastrica e eosinéfilos em ratos Wistar (MEHEDI et al., 2009).

Tartrazina induziu aberragdes cromossdmicas nas células de fibroblastos de Muntjac
Muntiacus, células da medula 6ssea de ratos e camundongos, e cromossomos de Allium cepa
(MPOUNTOUKAS et al., 2010).

De acordo com os estudos de toxicidade relatados por Sobotka e colaboradores,
tartrazina exerceu efeitos neurocomportamentais minimos e desenvolveu efeito neuromotor
somente em ratos fémeas (1,0% a 2,0% na dieta).

No que diz respeito a estudos toxicoldgicos de tartrazina em mamiferos, Davis et al.
(1964) relataram que a incidéncia de tumores e as doencas incidentes comuns ndo foram
afetadas pela tartrazina na dieta (0,5% a 5,0%) num estudo de toxicidade cr6nica em ratos.
Maekawa et al. (1987) encontraram que a tartrazina em agua de beber (1,0% a 2,0%) ndo
mostraram efeitos carcinogénicos em um estudo de toxicidade em ratos. Borzelleca &
Hallagan (1988) também relataram que os niveis sem efeitos adversos observados de
tartrazina eram de 5,0% (2641 e 3348 mg/kg/dia para homens e mulheres, respectivamente)
em ratos e ratos filhotes (8103 e 9735 mg/kg/dia para machos e fémeas, respectivamente). No
entanto, Amin et al. (2010) concluiram que tartrazina afetou e alterou marcadores
bioquimicos em o6rgdos vitais, por exemplo, figado e rim. Tartrazina também inflamou o
estdmago (aumento do numero de linfdcitos e eosinéfilos) de ratazanas quando administrado
na racgdo alimentar por um periodo de tempo prolongado (MOUTINHO et al., 2007).

Sasaki et al. (2002) mostraram que dois corantes de alimentos, sendo um deles a
tartrazina, a partir de 10mg/kg, induziu danos ao DNA relacionados com a dose (teste do
cometa) no colon de rato 3h apds a administragdo oral. Danos do DNA foram também
evidentes para tartrazina a 2000 mg/kg, 24h apdés a administragdo. Outro corante alimentar,
amarelo creptisculo, ndo apresentou uma diferenca, estatisticamente significativa, quanto ao
aumento dos danos ao DNA das células do coélon. Realizada necropsia e exame
histopatolégico dos 6rgéos, revelaram-se nenhum efeito no célon, o que indica que é
improvavel que os danos ao DNA seja devido a citotoxicidade.

Tsuda et al. (2001) realizaram estudos com diversos corantes, utilizados em varios
paises, dentre eles o vermelho de ponceau (Ponceau 4R). Ficou demonstrado que este corante
€ capaz de induzir danos ao DNA em cdlon de camundongos a partir de 10 mg/Kg medidos

pelo Teste do Cometa.
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Segundo estudos realizados por Mpountoukas et al. (2010), alguns corantes
alimentares, dentre eles a tartrazina, foram testados em células do sangue periférico de
humanos (in vitro), com a finalidade de investigar o seu potencial genotdxico, citotoxico e
citostatico. Ficou demonstrado que, na maior concentragdo testada (2000 mg/Kg), a tartrazina
apresentou apenas potencial citotdxico, o que também € explicado pela citotoxicidade local
dos corantes (POUL et al., 2009).

Os corantes azdicos, tartrazina e vermelho 40, apresentaram respostas genotdoxicas nas
avaliagOes quanto a genotixicidade nas concentragdes 1,5, 2,5 e 3,0 mg/mL para tartrazina e 5,
10 e 20 mg/mL para o vermelho 40 em testes de células somaticas de asa de Drosophila
melanogaster (LOCATELLI, 2008).

Em outra pesquisa, Shimada et al. (2010) com o propédsito de analisar os danos ao
DNA induzidos pelo azo corante vermelho de ponceau e outros, em camundongos e ratos por
meio do Teste do Cometa, observaram que, em camundongos, todos os corantes estudados
induziram alteracdes ao DNA de células do célon em 3 horas apds a administracdo de 10
mg/Kg de peso. Entretanto, os ratos ndo apresentaram efeitos genotdxicos em nenhuma dose
administrada (até 100 mg/Kg de peso).

O corante amarelo crepisculo, como mencionado por Sardi et al. (2010), pode induzir
angioedema, vasculite e desencadear reacdes alérgicas graves em pessoas que tem
sensibilidade a paracetamol, dcido acetilsalicilico, e benzoato de sddio.

Um estudo realizado por Sayed et al. (2012) demonstrou a a¢do mutagénica, deste
corante, em ratos, ocasionando aberracdes cromossdmicas no figado e nas células germinais,
fragmentacdo do DNA e aumento de anormalidades morfolégicas em espermatozdides desses
animais.

Entretanto, investigacdes visando o conhecimento dos efeitos genotdxicos e
mutagénicos de corantes azdicos foram alvo de um ndmero limitado de pesquisas, fato este
que impulsionou avaliar os efeitos nocivos, sob a Optica mutagénica (i.e., clastogenicidade
e/ou aneugenicidade) dos quatro corantes azdicos supracitados (vermelho 40, Ponceau 4R,

tartrazina e amarelo creptsculo) por meio do ensaio do MN in vivo.
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6 CONCLUSAO

Todos os corantes estudados, Tartrazina, Amarelo Crepusculo, Vermelho 40 e
Ponceau 4R, apresentaram toxicidade mutag€nica e citolégica. A adog¢do do Teste de
Microntcleo in vivo apresentou-se como um eficiente biomarcador, cujo resultou nestas
importantes constatagdes.

Tal resultado reforga a hipdtese de risco a satide humana e animal devido ao consumo
destes aditivos alimentares e a necessidade de que os mesmos sejam mantidos sob permanente
observacdo e constantes avaliacdes, uma vez que ha variacdes das condi¢des de uso e também

de quaisquer novos dados cientificos.
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