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. INTRODUCAO

"Nos vivemos em um mundo quimico ... um mundo dominado

por =sinais quimicos conferidos pela cor, pelo aroma e pelo sabor”

(GOODWIN, 1976).

Para a maioria dos organismos vivos, os sinais quimicos
sd0 o principal meio de comunicag¢®o. Esses sinais, entretanto, sdo
complexos e contém misturas de diferentes substancias, grande parte
das quais pertence 2 coategoria dos prddhLus do metabolismo secundéa-
rio vegetal. Esses produtos foram assim designados porque nem todos
possuem fun¢do metabdlica especffica, o que levou inicialmente a
idéia errdbnea de que fossem de pouca utilidade (SWAIN,1977).

A maior parte dos produtos secunddrios, também comumente
referidos como produtos naturais, & originada de vegetais supe-
riores, embora muitos possam ser encontrados en fungos e bacté-
rias (TURNER,1971, DE LEY & KERSTERS,1975). Existem cerca de dez mil
produtos secunddrios de baixo peso molecular;. como exemplo, tém-se
as classes dos alcaldides, com cerca de 4500 estruturas conhecidas,
dos flavondides, que agrupam aproximadamente 1200 estruturas, dos
terpenos, com perto de 1100 estruturas conhaecidas ¢ dos carote:
ndides, com cerca de 300 estruturas jad identificadas. Entre os
produtos secunddrios sdo também encontrados proteifnas, polissacarf-
deos e outros polimeros cuja fung¢¥o nas plantas n¥o é ainda conhe-

cida (MAZLIAK,1968; MALONE, 1983).
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Na verdade, embora os produtosgs secunddrios ndo paregam
essencials em processos bioquimicos celulares particulares, eles tém
mostrado uma fun¢g¥o especial no organismo vegetal como um todo. Uma
das fungBes mais surpreendentes é a emiss¥o de sinais quimicos no
ecossistema como mecanismo de proteg¥o contra patégenos e preda-
dores. SWAIN (1977) considerou esta como a fungdo principal  dos
metabdlitos secunddrios e suficiente para explicar satisfatoriamente
a diversidade de estrutura, a evolugdo, a localizagdo especifica nas
plantas e a rapidez do metabolismo e transporte dessas substancias.

Durante as duas Jltimas décadas, muitos cientistas
dedicaram-se ao estudo dos produtos do metabolismo secunddrio, n%o
86 para elucidar a sua complexa estrutura, mas também para entender
as vias biossintéticas pelas quais s%o originados.

A pesquisa em busca de substancias udteis extrafdas de
vegetais iniciou-se em 1804, quando a morfina foi separada do ldtex

muitos produtos deriva-

dos de vegetais foram identificados como portadores de importantes

principios ativos, geralmente tendo sido selecionados para estudo

pelo conhecimento popular. Constituem exemplos disso a reserpina, o
quinino, a digitoxina e a codefna.

Em suma, a2 maior parte dos produtos naturais exibe carac-
teristicas especfficas, qual seja, a de possufrem principios ativos
farmacoldégicos importantes na terapia animal e humana. Todavia, em
muitos casos, esses principios ativos sdo tdxicos, podendo ser
letairs ou causarem danoa por interagirem com an moldculan de infor-
mac¥o genética (DNA, RNA e proteinas) e podendo resultar em um

processo maligno, a curto ou a longo prazo.
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1. Actic bioldgice dos produtos naturais secunddrios.

Nos dJltimos anos, tem se tornado cada vez mais evidente
que os fatores ambientais desempenham um papel fundamental na muta-
génese e na carcinogénese (WHO,1964). As pesquisas epidemioldgicas
tém revelado varia¢Bes intra e inter-populacionais na incidéncia de
cancer (AMES,1984b), sendo que as causas s¥o atribufdas a fatores
genéticos, fisicos e principalmente quimicos, aos quais estamos
expostos intencionalmente ou n¥%o. Mais recentemente, a alimentago
passou a centralizar a ateng¥o de pesquisadores como sendo uma das
grandes contribuidoras para a elevada incidéncia de neoplasmas na
populag¥o humana (SOMOGYI,1980). Essa preocupa¢do crescente adveio
do fato dos alimentos conterem, além dos compostos intencionalmente
adicionados, uma grande quantidade de compostos do metabolismo se-
cunddrio vegetal, muitos dos quais com atividade mutagénica e carci-
nogénica.

Anteriormente, acreditava se que esses compostos sé afe-
tavam as populacBes de pafses como a Polinésia, Jap%o e India, que
tém habitos alimenlores exdticos (STICH et alii,1982). Atualmente
sabe-se que qualquer pessoa, independente de ser vegetariana ou
carnfvora, ingere diariamente muitos tipos de mutagénicos amplamente
distribufdos no reino vegetal.

O aparecimento de tumores em animais, induzidos por com-
postos naturais ou sintéticos, 6 considerado um processo de muitos
estiddios (BERENBLUM,1941; ROUS & KIDD, 1941) e é denominado de
carcinogénese quimica. Muitos compostos necessitam de ativagdo meta-
bélica para tornarem-se mutagénicos finais e ligarem—-se as moléculas

de informa¢¥%o genética, sendo referidos como eletrdfilos reativos.
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Apds um tempo varidvel, denominado perfodo de laténcia, as células
alteradas expressam caracteristicas fenotfpicas novas que resultam
em um padrdo de crescimento celular alterado. Os eventos bioquimi-
cos pelos quais as células expressam essas propriedades de cresci-
mento alterado s¥o desconhecidos; todavia, podem estar envolvidos
fatores nutricionais. Em primeiro lugar, o tipo de dieta pode in-
fluenciar a ocorréncia, a dose e a exposi¢gdo a compostos mutagénicos
e carcinogénicos. Em segundo lugar, os constituintes da dieta podem
regular a atividade de enzimas ativadoras e inativadoras desses
compostos, como as monoxigenases de fun¢do mista, geralmente locali-
zadas no retfculo endoplasmatico da ceélula (Figura 1).

EnLre os composbos secunddrios que ocorrem amplamenle nas
partes comestiveis de vegetais, dos quais tém-se identificado pro-
priedades mutagénicas e carcinogénicas, estd%o os alcaldides, que s%o
moléculas organicas que contém nitrogénio usualmente em um anel

heterociclico, o qual age como base devido a sua capacidade em

aceitar fons hidrogénio. Assim, as solug¢Bes de alcaldides s8Ho em

geral fortemente bdsicas. Os alcaldides recebem denomina¢ﬁes especi-
ficas dependendo dos aminodcidos dos quais s%0 derivados. Desse
modo, os alcaldides securinicos e piridinicos s¥%o os derivados da
niacina ou dcido nicotfnico, os imidazdlicos s3do derivados da histi-
dina, o8 benzilisoquinolfnicon da fenilalanina, os tropﬂniuon; piin=
rolidinicos e indolizidinicos da lisina.

O papel dos alcaldides ainda n¥o € bem conhecido; toda-
via, sua importancia na industria farmacéutica @ indiscutivel e o
uso de planlLas ricas em alcaldides na medicina popular, principal-

mente em chds de cascas de caules, folhas ou sementes, é¢ amplo.
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ESTADIOS DA PROVAVEIS ACOES POSSIVEIS SITIOS DA
CARCINOGENESE DE CARCINOGENICOS INFLUENCIA NUTRICIONAL
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FIGURA 1 - Reloggo entre os constituintes da dieta e o desenvolvimento do processo
neopldsico, ( modificado de Carf, 1985).
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Por outro lado, muitos deles apresentam efeitos mutagénicos para o
homem e outras espécies animais (LEVIN & YORK, 1978; HIRONO, 1986).
HUXTABLE (1980) chegou a considerar a sua utilizag%o como um proble-
ma de saude publica.

Dentre os diferentes tipos de alcaldides, os pirrolizidf-
nicos sfo os mais estudados, em decorréncia de sua alta toxicidade
(HC LEAN, 1970), e ocorréncia em uma grande variedade de espdcies
vegetais de distribui¢do geogréfica ampla (SMITH & CULVENOR, 1S81).

Alguns alcaldides pirrolizidinicos, como a simﬁtitina

1986>, a
fulvina extrafda de Crotalania fulva (MARTIN et alii, 1972), a
integerrimina, S > i (NARDI et alii, 1980; KVITKO
& GIMMLER, 1986; GIN i 1987) © a heliotrina ‘(MC
LEAN,1970) e a elipticina (SAKAMOTO-HOJO et alii, 1988), encontradas
em plantas da famflia Apocynaceae tém seus efeitos mutagénicos,
teratogénicos e carcinogénicos bem determinados.

Apesnar do risco que os  produtos vegetais genotdxicos
oferecem, o homem dispBe de mecanismos de defesa capazes de inativar
tais compostos por meio de uma série de reagles, sendo que uma

variedade de pequenas moléculas presentes na alimentagd3o tem papel

preponderante na efetivagdo das mesmas (AMES, 1984a; 1986; FIALA et

alii, 1985).

Os compostos que podem manter ou tornar inativos os
agentes mutagénicos s¥%o referidos sob a denominag¥o ampla de agentes
antimutagénicos. (1985), eles podem atuar in

quando s¥%o designados desmutagénicos, ou

denominados bioantimutagénicos. Os agentes antimutagénicos podem
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interferir nas reagfoen que culminam por leasur o materijal gendético de
diferentes modos (Figura 2). Eles podem impedir an reagticn da fase

I de metabolizag¥o, na qual os agentes promutagénicos ou mutag@nicos
secunddrios s¥%o ativados a formas finais altamente eletrofilicas, a
agdo de enzimas de conjuga¢do (fase Il) que inativam os compostos
por removerem os radicais ativos superdxido, perdxido de hidrogénio
e hidroxilo, formados durante as reagBies de 6xido-redu¢¥o, ou inter-
ferir nas reagfes de duplicag¥o e reparo do DNA.

Dentre os compostos naturais de origem vegetal que agem

na fase I, pode-se citar os fendis como o dcido p-hidroxicinamico e

o 4dcido o-hidroxicin@mico, obtidos da canela e folhas de coqueiro

1980), e os compostos inddlicos, entre eles o
indol=-3-carbinol, o 3-3°-diindolil-metano e o indol-3-acetonitrilo,
formados a partir de glicobrassicina, um glicosifdeo do dleo de
mostarda com um grupo indol na molécula. Tais compostos ocorrem nas
partes comestiveis de vegetais da familia Cruciferae como a couve, a
couve-flor e o brdcolis (WATTENBERG & LOUB, 1978). Tanto os fendis
como os inddis s¥%o capazes de alterar a atividade das mono-xigenases
de fung¥o mista, enzimas envolvidas no metabolismo oxidativo de
muitos compostos quimicos.

As rea¢Bes da fase |l do processo de metabolismo de
compostos quimicos (reagSes de conjugag¥o) caracterizam-se pela
destoxifica¢¥%o enzimdtica dos metabdslitos do composto, que sdo con-
vertidos em derivados n¥o mutagénicos que s%o excretados.

Os agentes antimutagénicos que participam da remog¢do de
radicais (1887) como antio-

xidantes removedores de radicais ou como preventivos. No primeiro
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caso, 1981 ;
HICKS, 1983; MANOHARAN & BANERJEE, 1985; RAJ & KATZ, 1985; ABRAHAM
et alii, 1986; RENNER, 1386; DARROUDI et alij, 1988), a vitamina E
(BECKMAN et alii, 1982; GEBHART et a2lii, 1985; AMES, 1986) a vitami-

1982; HARTMAN, 1982; 1983; KADA et alji, 1986)

e o selénio (SHAMBERGER, 1970; SHAMBERGER & WILLIS, 1971; CHATTERJEE

& BANERJEE, 1982; SALONEN et 2alii, 1985). Todos esses elementos

podem ser encontrados em alimentos de origem vegetal ou animal.

Os antioxidantes preventivos removem enzimaticamente
radicais ativos, e entre eles s%o conhecidas as transferases
peroxidases do glutati%o, que converiem radicais de poerdaxido
hidrogénio em &dgua, associadas com a redutase do glutatido e
complexo de NADPH (BOCK et alii, 1987; HAYES et 2alii, 1987),
dismutases do superdxido que realizam o processo de dismutagdo,
qual o radical superdxido € transformado em oxigénio e as catalases
que convertem o radical de perdxido de hidrogénio em dgua e oxigénio
(KAPPUS, 1987; OESCH, 1987). As transferases e peroxidases do gluta-
tido s¥o encontradas no citosol de células eucaridticas e suas
atividades podem ser incrementadas por componentes alimentares ricos
em compostos sulfurosos, como a alicina encontrada no alho e cebola
(VIRTANEN, 1962), o isotiocianato e o benzil-isotiocianato presen-
tes, respectivamente, no dleo de mostarda e no agrido (WATTENBERG,
1977). As dismutases do superdxido s#Ho especificas para o citosol e
mitocObndrias de eucariotos e s¥o encontradas abundantemente em mui-
tas espécies vegetais (FRIDOVICH, 1882), as catalases estdo presen-
tes em todas as células aercbicas (VIULLAUNE, 1987).

Entre os compostos que agem na duplicagdo e reparo do DNA

est¥o os derivados de taninos, compostos do metabolismo secunddrio
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vegetal conhecidos pela sua ag¥o adstringente e anti-putrefativa.
KADA et alli (1985) catecolaminag
identificada como epigalocateconagalato, que reduziu significativa-

mente as taxas de mutag¢g¥o espontanea devidas as alteragies na DNA-

os autores, como as catecolaminas e outros taninos tém afinidade com
protefnas, parece que o efeito da epigalocateconagalato foi devido a
uma interag¥do especifica com a DNA-polimerase 111, o que garantiu a
fidelidade na duplica¢¥do do DNA.

Um outro derivado dos taninos, o &cido taninico, promoveu

o reparo por excis%o de danos induzidos por ultra-violeta (U.V.) em

2. Aditivos psara alimentos.

Os nossos mais remotos ancestrais dependiam, para sua
sobrevivéncia, de frutos selvagens, sementes, raizes, insetos, mel e
animais. Eles aprenderam a evitar algumas plantas venenosas obser-
vando o que ocorria com os animais que as ingeriam.

TAYLOR (1980) jd havia destacado como bastante providvel

que os sobreviventes tenham chegado a reconhecer n%o somente aquelas

plantas com efeitos letais, e os mais inescrupulosos entre eles a
usd-las para conquistar o poder, mas também aquelas que os faziam
adoecer. 0O que eles ndo fizeram, nem tampouco o homem moderno ainda
o fez convenientemente, foi identificar as plantas comestiveis que

tém efeitos téxicos retardados.
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Ate a década de 70, as preocupaglies estavam voltadas para
a selecdo de contaminantes alimentares sintéticos, negligenciando-se
os compostos mutagénicos e carcinogénicos de ocorréncia natural que,
ent%o, comegaram a despertar a ateng¥o dos pesquisadores (KNUDSEN,
1982) .

Os contaminantes alimentares com atividade genotdxica
podem ter fontes de origem intencional e n%o intencional. Os compos-
tos de ocorréncia natural como os produtos do metabolismo secundario
vegetal referidos, ou compostos originados de compoﬁontes naturais
dos alimentos s8%o considerados de fontes nd%o intencionais. Estes
pedem originar-se por reagies in vivo, como as nitrosaminas, forma-
das de reagUes entre os nitritos provenientes dos alimentos, e as
aminas que s%o componentes celulares essenciais, ou durante o prepa-
ro e transporte dos alimentos, como as vdrias aminas arom&ticas

(1977).

De fontes intencionais 8%0 encontradas subst8ncias n%o nutritivas

adicionadas quase sempre deliberadamente aos alimentos com uma fina-

lidade especifica. Entre essas, sdo exemplos bem atusis us aditivos
alimentares.

Pela FAOD/UHO (1957), aditivo alimentar & "toda substancia
ou mistura de subst8ncias, dotada ou n%o de valor nutritivo, adicio-
nada ao alimento com a finalidade de impedir altepacﬁes, manter,
conferir ou intensificar seu aroma, cor, sabor, modificar ou manter
seu estado fisico geral ou exercer qualquer agdo exigida para uma
boa tecnologia de fabricagdo do alimenrto”.

Oz aditivos para alimentos sdo divididos em ciasses, de

acordo com sua fun¢do. S¥%o designadas acidulantes as substancias

capazes deo intensificar o grau de acidez dos alimentos. Umectantes e
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antiumectantes sdo substancias adicionadas aos alimentos com a fina-
lidade de "capturar” a dgua, respectivamente repassando-a para o
produto de modo a manté-lo Umido ou imobilizando-a a fim de manter o
alimento seco. S¥o designadas espessantes as substancias capazes de
aumentar a viscosidade de soluglBes, emulsBes e suspensBes. Substan-
cias com a propriedade de conferir ou intensificar a cor s3do chama-
das corantes, os intensificadores do aroma s%o os aromatizantes e oz
intensificadores do sabor e aroma s¥%o flavorizantes. Os edulcorantes

s¥do substancias com propriedade de adogar os alimentos e os antioxi-

dantes s%o protetores contra a oxidag¢¥%o, que 6 o principal fator

envolvido na deteriorag¥o dos componentes lipfdicos. Os conservantes
s¥o substéncias que impcdem ou retardam a alteragdo dos alimentos
por microrganismos.

A preocupa¢io em proteger os consumidores em relagdo a
adulteracsio dos alimentos & muito antiga. Na Inglaterra, desde 1266
foram criadas medidas oficiais de prote¢¥o aos consumidores; entre-
tanto, entre os séculos treze e dezenove, tais medidas foram inefi-
cazes porque n¥o se dispunha de métodos convenientes para avaliar a

seguran¢a alimentar, o que s6 se tornou possivel no fim do século

1984). Em 1948, foi criada nos Estados Unidos a Organiza¢do Mundial
de Saude (WHO), institui¢¥o especializada que reune mais de 140
paises, com o objetivo de elevar ao melhor possivel o nivel de saudde
da populag¢¥o humana. A Organiza¢do para Alimentos e Agricultura
(FAD) & uma ramificagdo da Organiza¢do Mundial de Saudde e foi criada
em 1956 com o objetivo de controlar a qualidade dos alimentos. Ambas

estabeleceram, em 1962, a Comissdo do Codex Alimentarius, que formou
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um grupo subsidiario, o Comite Misto FAO/UHO de Peritos em Aditivos
para Alimentos (JECFA). A Comis¥o do Codex Alimentarius ¢ um drgo
intergovernamental que se reune anualmente para considerar recomen-
dagUes doIComita de Peritos concernentes ao nivel de uso de aditivos
apropriados a cada tipo de alimento e especificar a identidade, a
pureza e os métodos de andlise desses aditivos. E também de sua
responsabilidade a seleg¥o dos aditivos a serem examinados toxicolo-
gicamente e genotoxicologicamente pela Junta de Peritos, para o
estabelecimento da dosagem aceita para ingest%o diafia (IDA), ex-
pressa em miligrama do composto adicionado aos alimentos por quilo-
grama de peso corpoéreo. A IDA significa a quantidade de um aditivo
alimentar que pode ser ingerida por toda a vida, sem qualquer dano a
sadde humana, & luz das informaglies toxicoldgicas disponiveis na
época da avaliag¢¥o (JECFA, 1967). Outros paises, como a
Inglaterra, t&m suas prdprias legislag¢lies e, para alguns aditivos,
as listas elaboradas s%o mais rigorosas do que as publicadas pela
JECFA/FAO/WHO. Nesse pafs, as listas de aditivos alimentares s%o
elaboradas e controladas quanto & toxicidade, mutagenici.lade e car-
cinogenicidade pelo Comité sobre Toxicidade de Quimicos em Alimen-
tos, do Departamento de Saide e Seguranga Social (DHSS).

0O emprego de aditivos em alimentos no Brasil & basicamen-

te regulado pelo Decreto no. 55871 de 26 de margo de 1965. As

alteragcBes desse decreto foram feitas através de resolugBes da
Comissdo Nacional de Normas e Padr®es para Alimentos (CNNPA), a_qual
foi sucedida pela Camara Técnica de Alimentos do Conselho Nacional
de Saude. Atualmente, eventuais modifica¢les vém sendo realizadas
através de portarias da Diretoria da Divisdo Nacional de Vigilancia

Sanitdria de Alimentos (DINAL), do Ministério da Saude (ANTUNES &
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CANHOS, 1986).

A lista de aditivos cresceu muito nos Jltimos anos,
mostrando grande mudanga nos hdbitos alimentares. No infcio do
presente século n%o existiam mais do que cinquenta aditivos, e
atualmente quatro mil ftens est¥o relacionados, sem contar com os
componenles flavorizanles de ervoan ¢ espociarian., No entanto, muitos
dos aditivos alimentares t&m seu uso proibido pela Organizagdo
Mundial de Saidde e outros ainda requerem estudos para serem conheci-

das as doses segquras de ingestdo didria.

3. Corantee para alimentos

Denlre on adillivos para alimentos, a classe dos corantes
é a que tem sido mais cuidadosamente avaliada do ponto de vistia
toxicolégico (KLAUI, 13980) e causado maior polémica entre og cien-

tistas (NOONAN, 1977), principalmente porque a grande maioria €

responsdvel por reag¢Bes aldrgicas (JUHLIN, 1983), tdxicag (HANSEN et

alii, 1963), genotoxicas (ANDRIANOVA, 1970) e teratogénicas (COLLINS

1872), com o agravante de n3o acrescentarem nada ao pro-
duto alimenticio, do ponto de vista nutrimental (ANTUNES & CANHOS,
1986) .

No entanto, a cor dos alimentos é um dos fatores de
grande influéncia em sua aceitabilidade (KLAUI, 1980) e, desde 1960,
a Food and Drug Administration (FDA) havia considerado os corantes
como desejdveis e necessdrios (CLYDESDALE, 1977).

Seu emprego na alimentagdo ¢ muito antigo, sendo citado o

uso de corantes artificiais no vinho em registros do erudito romano
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Phiny, ha dois mil anoe. A regulamenta¢fio de seu emprego também ntio
é recente, havendo referéncias de proibi¢%o do uso de corantes
artificiais na fabricagdo de manteiga, pelo governo de Paris em 1395
(SCHAFFNER, 1977).

. Até a metade do seéculo dezenove, os corantes disponiveis
para adig¥o aos alimentos eram, em sua maioria, limitados aos de
origem vegetal ou animal. Em 1856, Perkin descobriu o corante que
denominou de anilina purpura, o primeiro exemplo de tintura perten-
cente ao grupo quimico azo (N=N) e derivada do naftaleno, também
manufaturado. Tal descoberta levou a pesquisa imediata de outros
corantes sintéticos (SCHAFFNER, 1977).

Atualmente, a industria de alimentos dispBe de quatro
tipos de corantes: o organico natural, designado pelo cdédigo C.1, o
organico sintético, designado pelo cédigo C.I11, o orgdnico sintético
identico ao natural, designado pelo cdédigo C.111, e o inorganico,
que engloba pigmentos cujo emprego € limitado & superficie, designa-
do pelo codigo C.1V. A lista de corantes permitidos dos tipos C.11 e
20 M 1 £ inclui n%o 86 corantes com ingestdo didria aceitAvel (1DA>
estabelecida, como por exemplo o cantaxanteno, o amaranto, o carmin
fndigo e o Red 2G, mas tambdm alguns que ainda requercem informagles
de testes de longa durag¢do, como o chocolate Brown HT e o amarelo
quinolina. Diversos outros corantes, como o Orange B e o Citrus Red
no.2 permanecem sem auvtorizagdo para uso por ndo £erem suas IDAs

determinadas e serem de comprovada toxicidade, mesmo em concen-

tragies baixas. Esses Udltimos n¥o constam da lista aprovada pelo

Comiteé de Peritos Europeus, que apresenta um numero menor de compos-
tos colorantes em comparagdo com a lista elaborada pela JECFA/WHO

(TAYLOR, 1980).
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Os corantes naturais (C.1) de origem vegetal podem ser
subdivididos nos seguintes grupos: os derivados isoprendides, como
os carotendides, os derivados tetrapirrdlicos, como a clorofila, e
os derivados benzopirenos, como as antocianinas, flavondides e com-
postos‘afins.

Em 1882, a JECFA deliberou que deveriam ser avaliados
toxicoldgica e genotoxicologicamente os corantes naturais que se
enquadram nas seguintes situvaglesa: a) isoladds de género alimenticio

sob forma qufmica n¥do modificada, mas utilizados em nfveis que

excedem os encontrados nos alimentos de origem ou em alimentos

outros que n¥o aqueles dos quais foram extrafdos; b) isolados de
alimentos mas modificados durante sua produ¢@Zo; c¢) n3o provenientes
de fontes alimentfcias.

Enquadram-se no primerio grupo as betalafnas, pigmentos
que ocorrem nas familias Afzoaceae, Amaranthaceae, Chenopodiaceae,
Didieraceae, Portulacaceae e Stegnospermaceae (PIATELLI, 1976, e
que s%o compostos nitrogenados com quinze carbonos distribuifdos nos
vacuolos das células vegetais (MABRY & DREIDING, 1968).

Uma das espécies mais ricas em betalafnas ¢ a beterraba

L.) que pertence a famflia Chenopodiaceae, ordem
Centrospermae, e €& uma olericola de fdacil cultivo, com um ciclo
vegetativo de trés a quatro meses. Estima-se que sua comercia]iéacﬁo
alcance no Bragil cerca de 26000 toneladas anuais (MOURA et alii,
1983). Por esse wmolivo, essa planta vem despertando particular
interesse na industria de alimentos.

Ar betaulafnas emblobam pigmentos vermelhos, as betaciani-

nas, e pigmentos amarelos, as betaxantinas. Cerca de 75% a 95% do

AVA
AVAYAY
.y

1 2 5 4 5 6 7 unesp 1 12 13 14 15 16 17 18



contelido total de betacianina da beterraba corresponde ao pigmento
betanina (VON ELBE & MAING, 1973). A frac3o restante é composta de
uma aglicona, a betanidina, e outro pigmento considerado como meio
éster do 3acido sulfudrico da betanina, a prebetanina, e dos sulfatos
monoésteres isobetanina e isoprebetanina. As betaxantinas encontra-
das na beterraba s3oc constitufdas pela vulgaxantina I e a vulgaxan-
tina Il (Figura 3).

A Dbiossintese das betalafnas se inicia a partir de duas
moléculas de 3,4-dihidroxifenilalanina (DOPA). A abertura oxidativa
do anel aromidtico e ,seu subsequente fechamento para um sistema
dihidropiridinico produz o &cido betal8nico, que origina a betanidi-
na na condensag¥o com ciclodopa. Esta derivaria de uma segunda
molécula de DOPA, por ciclizag3o oxidativa, presumivelmente por meio

da dopaquinona, como postulado para os primeiros estidios de melano-
génese. A reagdo do dcido betal8nico com outros compostos amino ou
imino ciclodopa produz as betalafnas (PIATELLI, 1976).

As plantas podem absorver o nitrogénio, macronutriente

essencial para o seu desenvolvimento, nas formas nftriqp (NO > e a

3
amoniacal (NH ), sendo a primeira predominantemente utilizada pelas
4

plantas superiores. Como nos compostos organicos o nitrogénio encon-

tra-se em formas reduzidas, o nitrato (NO ) deve ser transformado em
3 :
aménia (NH ) antes da incorporag3o em aminoidcidos e protefnis. A
4 :
beterraba, como algumas outras plantas, consegue absorver o nitrogé-

nio pelas rajfzes tanto na forma amoniacal, em pH 7,0, incorporando-o

diretamente, como na forma nftrica, em pH 5,0. A absor¢3oc desse
macronutriente em quantidade acima da necessiria faz com que ele

seja armazenado sob a forma de nitrato (SALYSBURY & ROSS, 1969.
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I - Betanina R= glicose
Il - Betanidina R=OH

TI - Prebetanina R = glicose - 6 - fosfato

T¢ - Vulgaxantinag

YV - Vulgaxanting

FIGURA 3 - Pigmentos belalainicos que  ocorrem beterraba .

(Beflg wulggris), sequndo VON ELBE (1977).
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A determinag¢do quantitativa das betalafnas na beterraba e
feita por técnicas espectrofotométricas (NIEUWHOF & DE BRUYN, 1972),
podendo os pigmentos betalafnicos ser individualmente separados por

1972). Como a separag¢do por eletro-
forese envolve elevado consumo de tempo, ADAMS & VON ELBE (1977)
propuseram a separagdo dos pigmentos betalafnicos utilizando croma-
tografia liquida de alta pressdo.

0O conteddo de betalainas & influenciado pelo tipo de
cultivar da espécie em quest¥o, a época de colheita,'as condi¢des de
cultivo e o tamanho das raizes, pois raifzes pequoenas e médiasgs contém
uma quantidade significativamente maior de pigmentos do que rafzes
grandes (NILSSON 1973).

Assim como em outros pigmentos, a estabilidade das beta-
lainas €& influenciada por agentes tais como pH, tLemperatura e a
presenga de oxigénio ou luz (VON ELBE et alii, 1974b). Desse modo, a
betanina parece ser mais estdvel em pH entre 4,0 e 5,0, mas em
muitos alimentos sua coloragdo n%o parece ser afetada em pH variando
de 3,5 a 7,0. Em relagdo a temperatura, os valores de’ meia-vida
desses pigmentos aumentam apreciavelmente quando a temperatura ¢

diminufda. A exposi¢¥%o das betalainas 3 radiagdo gama ou ultra-

violeta pode resultar em perda de cor (AURSTAD & DAHLE, 1S73).

A sensibilidade das betalainas a estes agentes provoca
limitagBes na aplicag¢do desses corantes. Os alimentos coloridos por
esses pigmentos n%o devem receber um tratamento longo por calor
durante o processamento, devem ser embalados para reduzir a expo-

si¢%o & luz, ao oxigénio e a umidade e devem ser preferencialmente

alimentos secos. Apesar disso muitos autores demonstraram a impor-
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tancia de sua aplicag¢do em diversos alimentos (VON ELBE & MAING,
1973; 1974a; 1975; PASCH & VON
ELBE, 1977; VON ELBE, 1977b). Ha referéncias de que seu uso como
corante alimentar & antigo, pois no fim do século dezenove adiciona-
va-se suco de caruru de cacho ao vinho a fim de obter uma cor
vermelha mais apropriada, pratica proibida e condenada mais tarde,
por adulterar o vinho tinto (WYLER & DREIDING, 1961).

A quantidade do pigmento requerido para diferentes ali-
mentos a fim de que seja obtida uma tonalidade desejada, para a
majoria das aplica¢gBes, geralmente esta em torno de 50 ppm de po
contendo betanina ou de 0,054 de corante em relagcdo 2 massa do
alimento. O poder de coloragfio conferido pelas betacianinas pode ser
compardvel ao FD & C Red no.2, cujo uso estd suspenso pela FAO/WHO
(VON ELBE, 1877b).

As Dbetacianinas da beterraba se caracterizam pela pre-
senga de uma saponina tdxica denominada fitolacatoxina (APPLEBAUM &
BIRK, 1979; LINDNER, 1984), caracterizada pela presenga de uma

aglicona policiclica ligada a uma cadeia carbOnica (Figura 4). N%o

se tem conhecimento sobre a potencialidade mutagénica desse compos-

to, mas sabe-se que muitas espécies animais ndo sdo capazes de se
alimentar de plantas contendo saponinas, em decorréncia da incapaci-

1965; APPLEBAUM
& GUEZ, 1972).

Em relagdo a avaliagdo do potencial mutagénico do corante
da beterraba, tem-se referéncia apenas dos resultados pub]icado# per
ISHIDATE et alii (1984) que estudou a agHo de varios aditivos ali-
mentares sintéticos e naturais, pelo teste de Ames com e sem ati-

vacdo metabdlica e em culturas de fibroblastos de hamster chines. 0O
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corante da beterraba avaliado pelo teste de Ames mostrou-se mutagé-
nico na concentragHo maxima de 75 mg/placa, o mesmo nHo tendo sido
verificado nas culturas de fibroblastos. Contudo, esses dados s%o
incompletos, pois n%o s¥3o fornecidas referéncias sobre a procedén-
cia, a forma e métodos de extrag¢¥do do corante, nem tampouco sobre a
concentrag¢do de betanina do corante utilizado.

As betacianinas sdo estruturalmente relacionadas com
alcaldides e, por isso, s%0 muitas vezes descritas como cromoalca-
léides. Sua fun¢¥o fisioldgica nas plantas € desconhecida, mas
quando presentes em flores e frutos parecem ter um papel sgemelhante
ao das antocianinas, na polinizag¥%o e na dispers¥o das sementes
pelos animais. As betalafnas podem formar-se em tecidos injuriados,
normalmente ndo pigmentadosn, possivelmente como mecanismos de defesa

contra a infec¢¥o viral. Apesar da similaridade quimica, a atividade

genotéxica reconhecida em muitos alcaldides n¥o parece ser exercida

pelos pigmentos vermelhos da beterraba.

A absor¢¥o, o metabolismo e a excregio da betanina ex-

Quando ministrada por via oral, somente 3% da betanina era recupera-
da na urina e nas fezes, apds 24 horas, e quantidade ainda menor foi
encontrada na bili, em perfusBes do figado. N#o se tem informagles
sobre a potencialidade mutag@énica desses pigmentos. in vive, mas
biovensaios de curta durag¢do, (1983),
n%o indicaram cfeito de tratamentos com diferentes concentragfes do
corante da beterraba na iniciag%o ou promo¢do de hepatocarcinog2nese

em ratos.
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4. Avaliagtio de toxicidade de componentes al imentares,

Um dos pontos importantes para a sequranca alimentar & a
qualidade dos testes utilizados para apontar os limites mfnimos e
m3ximos de ingestdo de um determinado composto quimico. Mesmo para o
mals indcuo dos alimentos existe um limite acima do qual o risco
serd maior e para todas as subst@ncias téxicas hd um limite mfnimo
abaixo do qual o efeito toxico n¥o se manifestard (TAYLOR, 1980).

Uma subst@ncia é considerada téxica quando causa a morte
ou dano ou produz sintomas de intoxicac%o apds ingestdo aguda ou
crénica; & considerada lLeratogénica quando produz anormal idades no

embrido em desenvolvimento e é dita genotdxica quando induz efeitos

toxicos ao material genético nuclear ou extra nuclear de cdélulas

germinativas e somdticas (WRIGHT, 1980). Os agentes genotdxicos
podem ser designados mutag@nicos, quando causam mutag¥o em ponto ou
pequenas alterag¢Bies no material genético n¥o detectdveis ao micros-
copio dOptico ou alteragBes cromossdOmicas ; como clastogénicos,
quando induzem especificamonte aborracﬁms cromosalmicas estruturais
detectadas pela microscopia optica; e como aneugénicos quando provo-
cam aberrag¢fies numéricas por interferirem no funcionamento normal do
aparelho mitético. Um agente aneugénico pode também induzir efeitos
citoltdxicos modificando o funcionamentc do aparelhoc mitdtico ou
deprimindo a sfntese de macromolédculas essenciais » vidz celular,
Nesse caso, ele & especificamente denominado turbagénico (BRUSICK,
1884a).

A avaliagdo da genotoxidade pode ser efetuada por meio de
testes citogendticos e ndo citogendticos. Os testes ndo citogendti-

cos empregam organismos procariotos e eucariotos, ao contririo dos
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citogenéticos cujos principais tipos celulares empregados s¥o prove-
nientes de organismos eucariotos. Ambos podem ser divididos em

testes in vitro, e testes

nismoa'procariotos, geralmente utilizam linhagens mutantes da bactdé-
ria 1984b) ou cepas de Escherichia
coli dependentes de triptofano (BRUSICK et 3lii, 1980). O0Os testes
nos quais se empregam organismos eucariotos podem ser realizados com

fungos, ou com células de vegetais superiores e de mamiferos

(NATARAJAN & OBE, 1986) .

Os testes ndo citogendticos j mais empregados s¥o o
dos locos especificos (RUSSEL, 1951), o das wanchas em camundongos
(RUSSEL. & MAJOR, 1957) e o do hospedeiro intermedidrio (EPSTEIN &
ROHRBORN, 1971; LEGATOR, 1976).

A analise citogenética com
qualquer linhagem que tenha capacidade de <crescer em condig¢g8es
apropriadas de cultura e possibilite a investiga¢¥o em diferentes
fagses do ciclo celular e o uso dos sistemas de ativac¥%o metabdlica
requeridos para compostos que s3%o mutagénicos proximais ou secundd-
rios (BRUSICK, 1984b).

Os testen citogenéticos in vivo s¥%o realizados em um
organismo animal intacto e por isso oferecem vantagens sobre os
outros, poig o compoesto a ser testado € submetido as reagBes bioqui-
micas que podem tanto ativd-lo como inativd-lo. Além do nmais, as
vias de administrag¥o e as condigBes de exposi¢do ao composto podem
assemelhar-se as do homen.

As células de medula O6ssea de animais de pequeno porte e
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de ciclo reprodutivo curto, como camundongo, rato, hamster e outros,
pelo seu alto poder proliferativo, favorecem amplamente a avaliag$%o

clastogénica e aneugénica de com-
postos. Estes podem ser administrados pelas vias oral, intradérmica,
intraperitoneal, por inalag¥o ou por exposi¢¥o dérmica. Apds um
perfodo de tempo apropriado, os8 animais s8%o sacrificados, os f&mures
s¥0 retirados e a medula ¢ colhida para, em seguida, proceder-se as
preparagBes das l&minas. Por meio dessa técnica pode-se detectar se
o composto em quest¥o ¢ capaz de interferir na cindtica de divis%o
celular e induzir aberragBes estruturais ou numéricas e trocas entre
cromdtides-irmds (TICE & IVETT, 1985).

A indu¢g¥o de aberragBes cromossOmicas também pode ser
avaliada pelo Lesle de micromicleos em cdlulas de medula dusca.  Os
micronudcleos resultam de fragmentos acéntricos ou cromossomos cue se
atrasam em sua migra¢do para os polos e n%o sdo inclufdos no nmicleo-
filho. Na medula 6ssea, os micronidcleos formados sdo retidos no

citoplasma, em contraste com o nudcleo principal que €& expelido

quando o eritroblasto se transforma enm efitrdcito (HEDDLE, 1973).

Esse teste ¢ amplamente utilizado pela facilidade com que os micro-
nicleos s%o reconhecidos. Para efetud-lo, os animais sdo exposlos b
substancia-teste por via apropriada. Apdés o sacrificio dos animais,
retira-se a medula Ossea e preparam-se os esfregagos que sdo cora-
dos e observados ao microscdépio.

Os estudos ser desenvolvidos em
individuos expostos acidental, ocupacional ou terapeuticamente.
Nesses casos, as alteragties podem ser pesquisadas em linfdcitos do
sangue periférico, em células de medula éssea ou preparagdo de

testfculos. No primeiro caso, apds a coleta do material procede-se
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a8 cultura de células, sgendo analisados o Indice mitstico e as fre-

qliencias de eventos clastogénicos e aneugénicos e de trocas entre

cromdtides-irm¥s. As preparag¥es de testfculos s¥o efetuadas en

animais tratados apropriadamente e o exame citogenético e efetuado

em espermatogbnias e espermatdcitos.
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OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo investigar o potencial

mutagénico do corante da beterraba (Beta vulgarig), pela ocorréncia

analisa-

dos por meio de testes citogenéticos.
Sua proposi¢to baseou-se nag conclusties do Comité Misto
FAO/UHO de Peritos em Aditivos para Alimentos (JECFA, 1982), que
reconheceu nesse corante um possivel substituto de corantes sintéti-
cos que foram proibidos,'mas destacou a necessidade de sua avaliag3o
de forma mais completa por metodologia cientifica, a fim de que

possa ser estabelecida a dose de ingestdo didria aceitdvel.
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I1. HATERIAL E METODOS

No presente estudo foram testadas duas frag¢g@es do corante

da beterraba; a frag¥%o | sem nitratos, mas contendo fibras e a
fragdo 11 sem fibras, porém com nitratos ambas cedidas pela Dra.
Seiva Cascon, do Centro de Tecnologia Agricola e Alimentar da Empre-
sa Brasileira de Pesquisas Agropecudrias (CTAA-EMBRAPA) de Guarati-
ba, Rio de Janeiro.

A fragdo 1 foi preparada através da moagem do produto
laminado e seco em estufa, a temperatura de 4500. Desse pdé, separou-
se a betacianina, que & mais instavel, por extragdo em dlcool abso-
luto. A betacianina foi, a seguir, extraifda com etanol-dcido clori-
drico 1% V/V, em coluna tipo percolador (MOURA et alii, 1983). O
teor de betacianina foi determinado em espectrofotdometro BECKHKAN
DBG, com base na absor¢do mdxima.A (cerca de 537 nm), encontrando-se
434,0 mg de betacianina para 100 g de pdé do corante.

A frag¢do Il foi preparada pelo laboratdrio franc@és Chr.
Dansen A/S, e segundo informag¢tes do Dr. José Eduardo Guiraldini, da
Indistria HA-LA do Brasil, filiada aquele laboratdrio, possui
teor de 10 a 15 ppm de nitratos e n%o apresenta fibras. 0 teor de

betanina foi determinado como sendo 647,3 mg de betanina em 100 g de

po6 do corante. As fragtes foram acrescidas de dcido ascdérbico dv-an-

te seu preparo, a fim de garantir maior estabilidade durante a

conservacdo e uso.
A
var,
Wistar, com 6 a 7 semanas de idade, tratados por via oral durante

sele dias consecutivos.
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Foram rcalizados quatro ensaios. Os ensaios 1 e 11 equi-

valem ao tratamento com a frag¢%o I (sem nitratos), correspondendo,

respectivamente, as concentra¢gfies de 5 mg de pé ou 0,02 mg de beta-

nina para 100 g de peso corpdreo (pc) e 1160 mg do pé ou 5 mg de
betanina para 100 g de pc. 0Os ensaios IIl e IV referem-se aos
tratamentos com a fragdo 11 (com nitratos), nas respectivas doses de
3,3 mg de psd ou 0,02 mg de betanina para 100 g de pc e 770 mg de pd
ou 5 mg de betanina para 100 g de pc. Cada ensaio compBe-se de
experimentos, realizados em épocas diferentes, e que s¥%o constituf-
dos por grupos tratados e controles.

d corante foi dilufdo em cerca de 15 ml de &dgua e ofere-
cido aos animais diariamente por volta das 18 horas, em bebedouros
de vidro fixados nas gaiolas. Durante o perfodeo noturno sé lhes era
oferecido a solu¢fo do corante.

A primeira concentrag¢do (0,02 mg/100 g pc) foi escolhida
por equivaler a cerca da metade do valor numérico da 1DA do corante
sintético vermelho amaranto,l que ¢é de 0,2 mg/Kg pc. A segunda con-
centra¢do (5 mg/100 g pc) equivale a um tratamento agudo em que o
animal ingere durante uma semana o que ingeriria durante toda sua
vida, considerando-se dois anos como o tempo de vida médio desses

animais. Neste tratamento, tomou-se por base a IDA méxima do corante

amaranto, que ¢é de 0,5 mg/Kg pc.

Foi feita a equivaléncia da concentragdo de betanina
entre as fragBes | e 11. Desse modo, para ministrar 0,02 mg de
betanina utilizaram-se 5 mg da fragdo 1 (sem nitratos), cont.endo
434,0 mg de betanina/100 g de pg, e 3,3 mg da fragdo 11 (com

nitratos), contendo 647,3 mg de betanina/100 g de pdé. Do mesmo modo,
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para ministrar 5 mg de betanina, utilizaram-se 1160 mg da fragdo 1 e
770 mg da frag¥o II.

Os grupos controles constitufram-se do controle negativo,
em que os animais n¥do recebiam qualquer tratamento, e do controle
positivo, em que os animais receberam, 24 horas antes do sacrificio,
tratamento com solu¢do de ciclofosfamida, um composto sabidamente
mutagénico, na dose de 5 mg para cada 100 g de peso corpdreo, por
via intraperitoneal.

No oitavo dia, os animais foram sacrificados e tiveram
seus fémures removidos, tendo recebido, 75 minutos antes do sacrifi-

inje¢%o via intraperitoneal de colquicina a 0,016% na dose de

ml para cada 100 g de peso corpdreo. Parte do material foi
destinada a pesquisa de microndcleos em eritrdécitos poli e normocro-
maticos e o outra para a pesquisa de aberra¢g@ies cromossOmicas ; como
nem sempre foi possivel analisar .em um mesmo espdcime os parametros
de micronudcleos e aberrag¢Bes cromoss®micas, os numeros de identifi-

cagdo n¥do correspondem a um mesmo animal.,

i. Preparagles de micronucleosn

A medula Sssen foi colhida com auxllio de uma seringa de
1 ml, em tubo de ensaio conlendo 5 ml de soro fetal bovino. Fez-z¢ a

homogeneiza¢do do material e centrifugou-se por 5 a 10 minutos a

1000 rpm. Descartou-se o sobrenadante, homogeneizou~se o botdo de

células e fez-se um esfregago, transferindo uma gota dessa suspensdo
celular para uma 18mina seca e sem gordura.
o

Apsés 24 horas, as ldminas foram aquecidian a 37 C por

cerca de 2 horas, flambadas & chama de lamparina de dlcool e coradas

30
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primeiramente em solugdo de Wright por 3 minutos, em seguida por um
minuto em solug¢do de Wrigth-tamp¥o fosfato pH 6,0 (1:1). Lavou-se
duas vezes em dgua desionizada e procedeu-se 3 coloragdo em solucHo
de Giemsa 4%, tampdo fosfato pH 6,0 e dgua desionizada, por 10

minutos. Lavou-se novamente em dgua desionizada e montou-se en

Permount. .

A freqtiéncia de microndcleos foi observada sob objetiva

de 100 %, contando-se o numero de microndcleos em 2000 eritrdcitos
peli (azuin) ou normo%rométicos (rosas).

Os  efeiton dz.i fragdo 1 do corante foram peasquisados em 8
individuos (4 machos e 4 fémeas) tratados na concentrag¥o de 0,02 mg
de Dbetanina/i00 g de pc e 7 individuos (3 machos e 4 fémeas) na
concentra¢do de 5 mg de betanina/100 g de pc. Os efeitos da frag#o
11 do corante foram estudados em 8 individuos (4 machos e 4 fémeas),

nas duas concentrag¢les.

2. Prepurscten do medula dépsean

Retirou-se a medula dssea com o auxflio de uma seringa de
1 ml, em tubo de ensaio contendo 5 ml de solu¢dHo balanceada de
Hanks. Homogeneizou-se o material e centrifugou-se por cinco minutos
a 1000 rpm. As células foram, a seguir, hipotonizadas com solug#do de
KCl1 2 0,075 M por 20 minutos a 37OC. Apds esse tempo, tal procedi-
mento foi interrompido com a adi¢¥%o de trés gotas de fixador metanol
- dcido acdtico (3:1). Centrifugou-se por cinco minutos a 1000 rpm e
fixou-se as cdélulas, com trés trocas consecutivas de fixador. Cinco

a seis gotas da suspensfo celular foram pingadas em laminas contendlo

um f1lme do dgua gelada.  Em sceguida, a lamina foi flambada & chama
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de lamparina de dalcool e corada com a solugdo de Giemsa a 2% durante
cinco minutos.

As alteragBes cromossOmicas (AC) estruturais e numéricas
foram pesquisadas em 100 metdfases de cada animal tendo sido também
registrados o f{ndice mitético (IM) e o fndice mitdtico relativo
(IMR).

Considerou-se uma alteragdo cromossdmica estrutural como
quebra quando a descontinuidade era maior que a largura da prdépria
cromdtide, com deslocamento do segmento acéntrico. Quando o segmento
permanecia em alinhamento e a descontinuidade n¥o excedia a largaura
da prdpria cromitide, considerou-se a anomalia como falha. Essses

eventos foram classificados como cromatidico quando afetavam uma 86

cromdtide, cromossbmicos quando afetavam ambas e centromérico quando

envolviam o centr6mero. As anomalias numéricas pesquisadas foram
hiperdiploidia (aumenl.o do midmoro cromossOmico) ¢ hipodiploidia
(diminui¢g¥o no numero cromossdOmico). Considerou-se o indice mitdtico
como a freqtiéncia de células em divisdo em 2000 ndcleos e o [ndice
mitotico relativo como a proporg¢do percentual do fndice mitdético de
cada amostra tratada em relagdo ao seu controle.

Foram submetidos ao tratamento com a fra¢do I na concen-
tragdo de 0,02 mg de betanina/l100 pc B espécimes (5 machos e 3
fémeas) e na concentragdo de 5 mg de betanina/l100 pc 4 espdcimes (2
machos e 2 fémeas). Ao tratamento com a fragdo Il foram submetidos 7
espécimes (3 machos e 4 fémeas) 2 primeira concentrag%o e 4 espé-
cimes (2 machos e 2 fémeas) a segunda concentrag¢%o.

Oz experimentos realizados, com o tipo de tratamento em

cada ensaio, a dose empregada e o numero de animais tratados e
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controles

seguir,

negativos estudados para cada parametro estdo resumidos a

Resumo dos experimentos realizados.

Ensaio

1:

Fragdo 11:

Fragdo
(mg/100 g pc)

CLWOOm

N bR BN

8
8
8
6
4
5

nitratos, com fibras IM: Indice mitdtico

nitratos, sem fibras AC: Bnomalias cromossOmicas
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Para a andlise estatfstica dos dados deste trabalho foram
empregados o teste Z para comparagdo das amostras de cada grupo
anal isadas em perfodos diferentes (cf. NETER & WASSERMAN, 1974), a

estatistica G para comparagdo de distribui¢do de freqUéncias (SOKAL

& ROHLF, I 1968) e o teste t de Student para significancia de dife-

rencas entre as médias (cf. SCHEFLER, 1969).
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11l1. RESULTADOS

1. Hicrondcleoos

As freqUiéncias de micronucleos encontradas nas amostras
tratadés com a fra¢¥o 1 do corante nas doses de 0,02 (Ensaio 1) e
5,0 mg (Ensaio 11) de betanina por 100 g de pc por dia estdo apre-
sentadas na Tabela 1, e as encontradas nas amostras tratadas com a
fracZio 11 do corante, nasgs mesmas concentraglies (Ensaios 111 e 1V)

estdo na Tabela 2. Cada um dos ensaios foi desenvolvido em diversas

etapas, dai existirem controles especificos para certas amostras.

As varias amostras de cada grupo (tratados, controles
negativos e controles positivos) analisadas em periodos diferentes
foram comparadas pelo teste Z, n%o tendo sido detectada wvariag¥do
significativa intragrupal nos ensaios I, Il e 1V, o mesmo n%o ocor-
rendo com as amostras do ensaio 111, que para melhor identificag@o
foram designadas Il1la, 1Illb e IllIc. As amostras tratadas na segunda
etapa (111b) diferiram das demais, o mesmo ocorrendo com og con-
troles negativos da terceira etapa (Illc). Os resultados
das diversas amostras de cada grupo que ndo apresentavam variagdfo
significativa foram somados e apresentados na Tabela 3, como os
valores médios e o desvio-padrdo das freqiéncias de micronudcleos. QOs
valores do teste t para comparagdo das freqtiéncias de micronicleos
entre as diferentes amostras de cada ensaio e entre os grupos dos
diferentes ensaios encontram-se na Tabela 4. Conclui-se que
amostras do grupo exposto as duas concentraglies das fragBes |

nitratos) e 11 (com nitratos) do corante ndo diferem dos controles
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negativos mas ambas diferem dos controles posgitivos que apresentaranm
frequéncias de micronucleos significativamente maiores. Quando com-
parou-se os diferentes ensaios detectou-se diferengca significativa
entre as duas doses da fragdo I do corante, sendo que a freqtiéncia
de microndcleos esteve relacionada 3 dose do corante. Nido foram

observadas diferencas entre os tratamentos com as fragBes | e Il na

dose de 5 mg de betanina (Ensaios Il e IV) nem entre os controles

negativos ou positivos dos diferentes ensaios. As comparag8es entre
os tratamentos com as fraces I e Il na dose 0,02 mg de betanina
ndo puderam ser efetuadas, em virtude da variabilidade interindjvi-
dual verificada, no Ensajo 111,

A Figura 5 apresenta fotomicrografia de eritrécito con-

tendo micronidcleo.
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Frequéncias absoluta (FA) e relativa (FR) de microndcleos
em 2000 células de medula Sussea de Rattug

tratados com a fragdo [ nas concentragBes de 0,02 mg

(Ensaio I) e 5,0 mg (Ensaio Il)de betanina/100g pc.

N = 5 e b b s s
- W W 2w 2w W w u w

H
M
F
F
F
F
M
k5
E
M
H
M
M

CcCwWwom CONNBENWS D

WNE -

T ITIT R
(e = AR R
AN ONNN

- w wm e w W

WRNNNNNYN
P WOOTW

animal tratado
animal controle negativo : fémea

animal controle positivo
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Tabela 2. Freqéncias absoluta (FA) e relativa (FR) de micromicleos
em 2000 ceélulas de medula 6ssea de Rattus

tratados com a fragdo Il nas concentracBes de 0,02 mg

(Ensaio IIl) e 5 mg (Ensaio IV)de betanina/100g pc

111a  AT1
AT2
AT3
ACN1
ACN2
ACP1

AT4
ATS
AT6
ACN3
ACH4
ACP2

N 2 & = b pa
- - - - - -

AT7
ATS8
ACNS
ACNG6
ACP3

TENETIE OTTMERTEREE OERTETTAR
OWWwoO WY CCNNN N

WNMNN =

AT1
AT2
AT3
ATA4
ACN1
ACNP?
ACP1

MNOQWWEO

- m wm m w w W

ATS
AT6
AT7
AT8
ACN3

ZTMETEERE AITNEITTMERS
WNRNWNMNN W =N -

TWWO N0

animal tratado
animal controle negativo
ACP: animal controle positivo
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Tabela . Média e denvio-padrdo das freqtitncias de micronicleos

agrupando-se as amostras de mesmo tratamento

engaio.

Frag®o Betanina
(mg/100 g pc)

ACN

ACP

AT(1,2,3,7,8)
AT(4,5,6)
ACN(1,2,3,4)

ACN(5,6)

ACP(1,2,3)

animal tratado
ACN: animal controle negativo
ACP: animal controle positivo
Frac¥o | : sem nitratos

Fragdo 11: com nitratos
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Tabela . Valores de t para comparagdo dag médias das freqliéncias

de micronidcleos entre as diferentes amostras de mesmo
tratamento em cada ensaio e entre as de diferentes

ensaios. ns

1.2.3 s ACN 1,2
4,5,6 x ACN 3,4

T 7,8 x ACN H,06

AL 2,8 7 BRCEACP ;2,3

4-5.6 5 ACPW, 2.4
1.2,5.6 % ACP 1.2,3

3,4 x ACP 1,2,3

AT x ACN

AT % ACP

ACN x ACP
Diferen-—
tes en- AT(1)»w ATC(CII1)
8al10s

AT(11)x ATCIV)

ACNCII)x ACNCIV)

ACP(11)x ACPCIV)
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Eritrdcito

4 5 6

com
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micromicleo.
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2. Indice Hitotico

Os valores do Indice mitético (IM) e do indice mitdético
relativo (IMR) das amostras tratadas com a fragd%o | do corante da
beterraba nas doses de 0,02 mg (Ensaio I) e 5,0 mg (Ensaio 1[1) de
betanina/100 g de pc s¥o apresentados na Tabela 5. 0Os valores da

estatistica G referem-se as comparag@es do 1M de cada amostra trata-

da com o valor médio encontrado nos controles negativos do experi-

mento desenvelvido na mesma etapa, uma vez que ndo foi detectadas
diferenga, também pela estatistica G, entre os controles negativos
machos e fémeas.

Os valores de IM e IMR das amostras tratadas com a frag¢do
Il nas doses de 0,02 mg (Ensaio III) e 5,0 mg (Ensaio IV) de betani-
na/100 g de pc constam da Tabela 6. A apresentagdo doz dados segue o
mesmo esquema descrito para a fragdo I.

Das oito amostras tratadas com a frag¢do 1 nas duas doses
(Tabela 5), nenhuma delas apresentou redugfo significativa do fndice
mitdtico em relagdo ao seu controle negativo, desse modo foi possi-
vel agrupar os dados, conforme a Tabela.7. Com relag¥o as amostras
tratadas com a fra¢do Il (Tabela 6), apenas um animal apresentou
redugdo significativa do IM em relagdo ao seu controle negativo, o
mesmo n¥o ocorrendo com as outras amostras, que puderam ser agrupa-
das, considerando-se as duas doses do corante (Tabela 7). Foram
também agrupados nesta tabela os indices mitdticos de todos os
controles positivos que foram iguais (1,0).

Os valores da ectatfstica G para as comparagles entre as
amostras tratadas com ag duas doses das frages | e Il do corante da

beterraba e seus respectivos controles negativos e positivos constam

42
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da Tabela 8. Ndo foram detectadas diferengas significativas nos

valores do IM entre as amostras tratadas e os controles negativos,

mas sim quando ambos foram comparados com os controles positivos.

AVA
AVAYAY
.y

1 2 5 4 5 6 7 unesp 1 12 13 14 15 16 17 18



Valores da estatistica G para comparagfo das freqlidneian
do fndice mitotico (IM) e fndice mitotico relativo (IMR)
em 2000 células de medula Gssea de Rattus

tratados com a frag¢%o I nas doses de 0,02 mg (Ensaio 1)

e 5,0 mg (Ensaio 11) de betanina/l00 g pc e seus

respectivos controles. ns = P > 0,005.

Ensaio Amostra

animal
animal

tratado : macho
controle negativo : fémea
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Tabela 6. Valores da estatistica G para comparagdo das freqtiéncias

do indice mitdotico (IM) e fndice mitético relativo (1HR)

em 2000 células de medula dssea de Rattus

tratados com a fra¢do Il nas doses de 0,02 mg

(Ensaio 111) e 5,0 mg (Ensaio 1V) de betanina/l00 g pc e

seus respectivos controles. ns = P > 0,05; %

ACN1,2

AT4
ATSH

ACN3

ATE
AT7

ACN4

AT1
AT2
AT3
AT4
ACN1,2

animal tratado M: macho
animal controle negativo F: fémea
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Tabela 7. Valores meédios do Indice mitotico (IM) e indice

mitotico

relativo (IMR) dos grupos tratados com as fragBes ] e 11,

nas concentrag¢Bes de 0,02 mg (Ensaios I e 111) e 5,0 mg

(Ensaios 11 e 1V) de betanina/100 g pc, dos

negativos e positivos.

animal tratado
animal controle negativo

animal controle positivo
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Tabela Valores da estatistica

G (1 grau de

liberdade)

compara¢do entre os Indices mitéticos dos grupos

dos com as fragtes |1 e 11

(Ensaios | e 111) e 5,0 mg (Ensaios

na/100 g pc e os respectivos

positivos e entre os controles.ns

AT x ACN

AT X

X

animal tratado
animal controle negativo

animal controle positivo
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1 2 5 4 5 6 7
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centroles

negativos

P> 0,05;

1.3

14

15

1V) de

16

para

nas concentragies de 0,02

17

trata-

mg
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e
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3. Anomalias Cromoesdmicus

As tabelas 9 e 10 apresentam as porcentagens de meta-
fases com anomalias estruturais, bem como as médias das freqliéncias
de anomalias estruturais por metafase anOmala, respectivamente nas
amostras tratadas com as frag¢gBes | (Ensaios I e [1) e 11 (Ensaios
Il e IV) do corante e nos controles positive e negativo,.

Az varias amostras de cada grupo (tratados, controles
negativos e controles positivos) foram comparadas pelo teste Z que
mostrou n%do haver diferen¢a significativa intragrupal, desse modo,
os dados puderam sor uc:_]l'up;'.dnn conforme mostra a Tabela 11, 0Os
valores do teste t para comparaglo das freqléncias de aberrag¢8es
cromossbmicas estruturais (ACE) entre as amostras tratadas e os
controles negativos e positivos e entre os controles sd%o apresenta-

dos na Tabela 12, podendo-se observar que ndo houve diferen¢a signi-

ficativa entre as amostras tratadas e os controles negativos,

ambos diferiram dos controles positivoas.

As distribui¢tes dos diferentes tipos de aberra¢fes sd%o
apresentadas nas Tabelas 13 (Ensaios I e Il) e 14 (Ensaioé 111 e 1IV)
e na Tabela 15 o= totais de ACE nas amostras tratadas, controles
negativos e positivos nos quatro ensaios. Para o Ensaio I, verifica-
se nas amostras tratadas que as falhas cromatidicas foram og eventos
mais freqtentes, seguidos de propor¢Bes semelhantes. de quebras cro-
matidicas e cromossOmicas e de menor proporgio de falhas cromossOmi-
cas. As distribui¢Bes de quebras e falhas, independentemente de
serem cromatfidicas ou cromossOmicas foram similares; J& a distri-

buig¢o dos eventos do tipo cromalfidico e cromossbmico, independente-
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mente de terem sido gerados por falhas ou quebras, apresentou maior
propor¢do do primeiro tipo. Para as amostras do controle negativo,
as quebras e falhas, tanto do tipo cromatfidico como cromossémico,
ocorreram em propor¢fes gimilares.

Para o Ensaio 1] verificou-se nag amostras tratadas que,
dos ovonﬁos anBmalos ocorridos, as quebras cromatidicas foram os
tipos mais freqlientes, seguidos pelas quebras cromossOmicas e falhas
cromat{dicas que ocorreram em propor¢fes similares. 0 grupo controle
negativo s¢é apresentou eventos anbmalos do tipo quebra, sendo as
cromat fdcas mais frequentes que as cromossébmicas.

Nas amostras tratadas do Ensaio III, observou-se que as
falhas e quebras cromatidicas foram os eventos anbmalos mais fre-
qtientes, ao contrdrio das falhas e quebras cromossOmicas que ocorre-
ram em propor¢tes bem menores. A propor¢do de quebras e falhas foi a
mesma, independente de ser do tipo cromatidico ou cromogssOmico, mas
o tipo cromatidico fei mais freqente que o cromossfGmico, indepen-
dente de pertencer & categoria de quebra cu falha.

Entre os eventos anbnmalcs observados para o controle
negativo, a proporg¢do de quebras foi maior do que a de falhas,
independente de terem sido do tipo cromatidico ou cromossémico;
todavia, a propor¢do de aberrag¢fes do tipo cromatidico foi maior do
que as do tipo cromoss@mico, independente de terem sido geradas por
quebras ou falhas.

No ensaio 1V, n%o ocorreram aberragBes do tipo cromossd-

micc e as quebras cromatidicas ocorreram em proporg¢fies superiores as

das falhas crematidicas nas amostras tratadas. No controle negativo,

as quebras cromatidicas foram os eventos mais freqlentes, seguidos

de proporg¢fies similares de quebras cromossbmicas ¢ falhag cromatidi-
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cas. O0Os controles apresentaram nos quatro ensaios, proporc¢ies
maiores de quebras em rela¢do a falhas, sendo que os tipos cromatf-
dico e cromossOmico ocorreram em proporg¢Ues semelhantes, tanto em
relagdo a quebras como a falhas. O0Os eventos anOGmalos registrados no

tipo "outros” foram figuras tri e quadrirradiais e 86 foram observa-

dos nessas amostras. N#o se detectou a ocorréncia de anomalias

cromossOmicas numéricas.
figura & s%o apresentadas fotomicrografias de
anomalias e metdfases parciaig com anomalias do

tipo falha cromatidica e, quebra cromosssdmica.




Frequeéncias de aberragUes cromossOmicas estruturais (ACE)

com a fragdo I nas concentragBes de 0,02 mg (Ensaio 1) e

5,0 mg (Ensaio Il)de betanina/100 g pc.

Ensaio Amostra Sexo

metdfases anOmal as

CQOO0C0O OQOOCO

- w W w o=

SN
OCQC O N+

ACHA4

AT6
AT7
AT8
ACHS
ACNG6

CQOUQOO QCQOOdwW

WK &N D
b et A
OQONDOO
OQQ O CO

o,

HEmmER

animal tratado M: macho
animal controle negativo F: féemea

animal controle positivo
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Freqténcias de aberraglies cromossfmicas estruturais

(ACE)

em células de medula dsscea de Rattus norvergicug tratados

com a frag¢do Il nas concentrages de 0,02 mg (Ensaio [I1)

@ 5,0 mg (Ensaio IV)de betaninas/100 g pc.

Ensaio Amostra Sexo

metafases and®mal az

noOO0O0O0

[ =
) OO0 CO

it 3
E 6
F 3
H 0
F 2
H 3
M 6
F 3
H &
F 4
F

F

W D
[P

N
W

O0OWOOCOC

animal tratado : macho
animal controle negativo : femea

animal! controle positivo
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Tabela 11. Totais de aberrag¢Bes cromossOmicas estruturais agrupando-

ge as amostras dos ensaios 1, Il 11l e 1V.

-+ 4+ ++ + 1+ - - -t

Ensajio  Fragdo Grupo No. de metafases X metdfases andmalas

-+t -+ttt &ttt 5

I I AT 4,1

AT : animal tratado
ACN: animal controle negativo

ACP: animal controle positivo
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Tabela 12. Valores de t para comparacdo das médias das freqténcias

ACP:

de aberragles cromossdmicas estruturais agrupando-se as

amostras de mesmo tratamento. ns= P > 0,05; %= P < 0,05.

animal trataco
animal controle negativo

animal controle positivo
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Tabela 13. Distribui¢Bes dos diferentes tipos de aberra¢3es cromos-
s8micas estruturais nas amostras dos ensaios | e II1. CT:

cromat{dicas, CM: cromoss8&micas.

Wwmo @

4
2
5
2
3

animal tratado
ACN: animal controle negativo

ACP: animal controle positivo
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Tabela 14.

animal

animal

animal

Distribuigdo dos diferentes tipos de aberrag¢Bes cromos-

sbmicag

egtruturais nas a

CT: cromatidicas, CHM: crom

tratado

controle negativo

controle positivo

6

7

unesp

mostras dos ensaios 111 e 1V.

ossOmicas.
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Tabela 15. Totais dos diferentes tipos de aberragles cromossOmicas
estruturais nas amostras tratadas, controles negativos
e pozitivos nos ensaios 1, 11, 111 e 1V, agrupando-se
as amogtras de mesmo tratamento. CT: cromatidicas, CM:

cromossdmicas

200
10

Total

animal tratado : animal controle negativo
ACP: animal controle positivo

cm 1 2 5 4 5 6 7 unesp 1 12 13 14 15 16 17 18



Metdfase de medula Os=

anomalias (A) e netdafases parciais mostrando

cromatidica (B) e quebra cromossGmica (C).
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IV, DISCUSSKO

Os testes in vivo efetuados no presente estudo n4o permi-
tiram detectar indugdo de alteragBes cicloativa e clastogénica pelas
frages 1 e 11 do corante da beterrzba, por meio dos parametros
findice mitético e das freqiiéncias de micronicleos e aberracgBes
cromossOmicas, Ss i Ndo
houve variagdo interindividual significativa nas freqténcias de
micronicleos entre os individuos tratados e os controles negativos e
positivos. Contudo, os individuos tratados com a fragd¥o 111 (com
nitratos) na menor conceﬁtragﬁo (Ensaio 111) mostraram variabilidade

interindividual bem como seous respectivos controles negativos, e

provavelmente por isso, embora os individuos tratados tenham apre-

sentado freqténcias mais elevadas, essas n3¥o diferiram significati-
vamente dos controles negativos. Varia¢Boes dessa ordem podem ocor-
rer, como descrito por MATTER (1976), que analisou a freqllénecia de
microndicleos em camundongo e hamster chinés e, observou que, embora
as freqtiéncias se mantivessem similares nos diferentes individuos,

as vezes ocorriam alteragles que excediam o2 limites maximos espera-

Os resultados obtidos nos testes de micromicleos e de
aberra¢fes cromossfBmicas mostraram concord8ncia. 0 teste de micronud-
cleos foi delineado por SCHMID (1975) para selecionar compostos
quimicos que agem sobre os cromossomos e o aparelho mitodtico. Esse
teste proporciona uma andlise mais rédpida do que o método de andlise
de ceélulas metafdsicas, e pelos resultados de inumeras investiga¢gBes
parece ser td¥o seguro quanto esse dltimo (MATTER, 1976; TICE &

IVETT, 1985; HADLE et 1986) .,
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Os controles positivos, tratados com ciclofosfamida,
apresentaram freqlléncias de micromicleos e de aberra¢Bes cromossOmi-
cas significativamente maiores que os grupo=z controles negativos e
os tratados. Todavia, a extrema redugido do fndice mitstico e a
dificuldade em analisar cdélulas metafdsicas, além da alteragdo entre
as proporg¢bes de eritrdcitos policromdticos e ortocromiaticos, levam
a sugerir o emprogo de uma concentrag¢fo mais baixa de ciclofos-
famida. No planejamente deste estudo foi utilizada como base a
concentragdio efetiva para ensaios de mutagénese em camundongos. As
células de rato s%o mais sensiveigs a aglo da ciclofosfamida do que
as de camundongo e de hamster chinés (MADLE, 1986). Portanto, uma
concentragdo menor do que 5 mg/Kg de pc deve ser efetiva come refe-
rencial de efeito mutagénico e ao mesmo tempo deve facilitar a
andlise citogendtica.

A boa concordancia entre os resultados e os resultados
negativos obtidos propiciaram a andlise de um menor nmimero de indi-
viduos na investigag¢do do efeito de uma doge aguda daz duas fragles
do corante na inducido de aberragfes cromossOmicas (Ensaio~ 11 e 1V).

Apesar de existirem evidéncias na literatura de qﬁe os
ratos, ao contrdario de outras espécies, apresentam diferencas rela-
cionadas ao sexo quanto ao metabolismo de compostos quimicos, o

mesmo n¥o foi notado neste estudo. Segundo SCHENKMAN et alii (19€87),

os machos metabolizam compostos xenobidticos mais rapidamente do que

as fémeas, todavia, apds a castragdo as taxas de metabolismo dimi-
nuem. Essza eficiéncia seria atibuido n¥o a diferentes quantidades
de citocromo P-450, mas a uma diferenga qualitativa nas carac-

teristicas e constantes cinéticas das monoxigenases de fungdo mista
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(SCHENKMAN et alii, 1867).

agdo genotoxica de um composto quimico ndo deve ser
vista somente pelo aspecto intrinseco do composto, mas também como
umé fungdo das espdcieg bioldgicas que estdo sendo expostas a sua
agdo, a8 atividade enzimatica dos sistemas de ativagSo e inativag¥o
dessas espécies que est¥o sob controle génico, ao tipo de tecido
estudado e aos efeitos do ambiente, que podem incluir o tipo de
nutrig¢do, os niveis de exposi¢8o a outros agentes quimicos e o modo
de vida (HSU et alii, 1987).

0O mecanismo de ativag3o oxidativa de compostos quimicos

depende ndo somente do mecanismo molecular e da enzima envolvida,

mas também da razio de oxigénio disponfvel no tecido para as reagbes
de oxidagdo. Essa raz%do & determinada pela taxa do metabolismo

¢ altamente dependente da espécie bioldgica e varia inversa-
mente com o peso corpdreo. Desse modo, a agdo de um composto que
necessita ser Dbioativado por reagfies de oxidagSo serda, de modo
geral, tanto maior quanto menor for a espédcie animal, embora isto
dependa dos niveis de atividade dos citocromos P-450 e P-448 e
outras enzimas do organismo em questdo. De modo similar, as reagbes
de destoxificagdo ou inativagdo se processardo de modo mais rdpido
quanto menor for o peso corpdreo (PARKE, 1983; 1987).

0O processo de ativagio metabdlica pode levar a formacdo
de compostos eletrofflicos capazes de reagir com os centros nucleo-
f{licos do DNA, originande o complexo composto quimico-DNA e conse-
quentemente os eventos mutacionais, quando ocorre a duplicagdo do
DNA (SINGER & GRUNBERGER, 1983). Essas rea¢gties sdo pré-requisito
para a formagdo de tumores (HEUMANN, 1987); todavia, esse processo

neopldsico pode ger controlado pelas reag¢ies de reparo dos danos
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causados ao DNA (DOERJER et alii, 1984). Sabe-se que as cdélulas
possuem uma série de enzimas que mantém a integridade do cdédigo
genético, por reparar o DHA lesado espontaneamente ou por agentes
fisicos @ quimicos. A efici@ncia das reag¢gBes de reparo varia depen-
dendo da espé¢cie e do tipo celular em questdo; além disso, a efi-

ciéncia dag reaglies sera maior quanto maior for o tempo digponivel

para o reparo. Assim, célulag que permanecem em um periodo GO ou Gi

prolongados té&m uma chance maior em reparar os danos ao DNA, antes
que esses pe convertam em um evento mutacional durante a duplicag¢do
(KIMBALL, 1987).

Existe um polimorfismo genético dog individuos com re-
lagdo us rea¢Bes de reparo do DNA (WOLFF ot alii, 1987), e esgsa
variagdo parcce ser consideravelmente maior no homem, em comparagio
com espdécies animais de laboratdrio que sdo geneticamente mais
homogéneas (OESCH et alii, 1887). Segundo esses autores, as dife-
rengas na eficiéncia das rea¢es de reparo no homem podem ser in-
trinsecas, quer dizer, controladas geneticamente, ou essas enzinmas
de repsro podem sor influenciadas por Faﬂpres ambientais, tais como
agentes indutores presentes nos alimentos.

Quanto aos animois de laborstdrios, NEUNANN (1907) de-
monstra existir variag¢%o nos ratos e camundongos em relag¢do a origem
de lesBes no DNA induzidas por diferentes compostos quimicos ¢ a
eficiéncia do reparo, sendo que os ratos apresentam taxas de reparo
do DNA mais elevadas., Com a inten¢do de analisar a excre¢gdo na urina
de humanos e ratos de bases danificadas e desoxinucleosideos do DNA
que sofrem excisfio, AMES (1986) desenvolveu um ensaio de cromato-

grafia lfquida de alta resolugdo para timina glicol, timidina glicol
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e hidroximetil uracila. 0¢ resultados por ele obtidos indicaram que
o homem excreta na urina diariamente um total de cerca de 100 nano-
molares desses trés compostos, o que sugere que a grande maioria
deles seja proveniente das rea¢ges de reparo do DNA, e n3do de outras
fontes alternativas tais como alimentagHo ou agHo da flora bacteria-
na. Esse total representa cerca de mil resfduos de timina oxidados
13

poer dia para cada das 6 x 10 células do corpo. Desde que essges
produtoz s%o apenas trés de um considerdvel grupo que causam danos
ao DNA, provavelmente existem, por dia, muitas centenas de ataques
oxidativos por célula no homem. Em comparag¢do, os ratos que tém uma
taxa metabodlica especifica major e um curto periodo de vida, excre-
tam cerca de quinze vezes mais de timina glicol e timidina glicol e
dez vezes wmaiz hidroximetil uracila por quilo de peso corpdéreoc en
compara¢do com o homem.

Em vista disso, torna-se evidente a dificuldade que exis-
te na extrapolacdo de resu]tadoé obtidos experimentalmente em ani-
maie para o homem, o que constitui, sem duvides, um dos principais
prob!emas na drea de mutagénese.

A possibilidade do emprego dos corantes de oriéem natural
tem parecido vantajosa pois ¢ evidente a receptividade do consumidor
diante da palavra "natural”. Todavia, nem sempre o que & de origen
natural é indcuo ao organismo animal e humano.

0 corante da beterrsba ¢ disponivel para uso comercial,
nos Estados Unidos, como suco concentrado ou em pd, em preparagfes
contendo entre 0,3% a 1,0% do pigmento betanina. Preparag¢Bes com um
teor mais alto do pigmento seriam adicionadas em menor ‘quantidade

acs alimentos; contudo, elas ndo sdo disponfveis em virtude das

restri¢ies estipuladas em 1960 pela Emenda de Aditivos em Alimentos,
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que limita a concentrag@o do pigmento aquela naturalmente extrarda
(VON ELBE, 1977a;b). Além disso, a medida que se aumenta a concen-
tragdo do pigmento, & necessdrio adicionar-se estabilizadores e
assim o produto passa a ndo ser mais um corante vegetal natural
(MCCLELLAND, 1977). Ho entanto, embora as concentrag@ies de betanina
presentes em condi¢Bes naturais difiram em fung%o da variedade de
beterraba empregada, muito frequentemente s3o suficientes para se

obter uma boa coloragdo. PASCH et alii (1975) evidenciaram, por

exemplo, que a quantidade necessdria do corante da beterraba para

conferir a cor desejdvel em iogurtes, sorveltes e sucos era duas
vezes menor .do que a do corante sintético FD & C Red no. 2.

Os resultados deste trabalho reforg¢am a possibilidade de
que o corante da beterraba possa substituir corantes sintéticos como
os FD & C Red nos. 2 e 4, cujos usos sdo severamente restritos pelo
fato de ndo apresentarem valor de 1975). O EFD &
C no. 4 pode ser usado, nos Estados Unidos, em cerejas ao marasqui-
no, e a quantidade nd%o deve exceder.iﬁo ppm, enquanto que nenhunm
alimento podera conter mais do que 30 ppm de FD & C Red no.2.

Resta porém uma divida em relagfio a presenga de nitratos,
O nitrito e o nitrato de sddio tém sido usados como fixadorea da cor
em produtos cérneos, além de contribuirem para a melhoria de sabor e
inibirem o desenvolvimento de bactérias (WASSERMAN & TALLEY, 1972;
CHRISTIANSEN et alii, 1973). Contudo, o uso desses saig tem sido
questionado devide a sua capacidade de formarem no estOmago compos-
tos N-nitrosos, com atividade carcinog@nica.

Em visla disso, VON (1974a) testaram a

capacidade do corante da beterraba, em substitui¢Ho a sais nitricos,
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com relagiio & manutengdo da cor em linguigas. 0 experimento constou
de um grupo controle, constituido por carne moida sem agentes colo-
rantes e de trés grupos tratados, um com carne mofda contendo os
niveis maximos legais de nitrato e nitrito de sddio; nos outros dois
grupos foi adicionado o pd com nitratos e o pd sem nitratos ds
beterraba com 0,06% de belanina, nas concentragloes finais de 33 ppm,
45 ppm e 56 ppm para o primeiro e 45 ppm para o segundo. As carneg
do grupo controle apresentaram uma coloragdo acinzentada e, entre os
grupos tratados, todos exibiram colorag¢do semelhante. Em virtude da
insolubilidade do corante da beterraba em gorduras, as partficulas

lipfdicas do preparado mantiveram sua cor, o que foi considerado um

excelente resultado. 0O sabor foi intensificado nog produtos contendo

nitrito-nitrato, mas tal caracteristica n%o foi notada pelos prova-
dores, que manifestaram maior precocupag¢do com a coloragdo. Entre-
tanto, a maior surpresa apareceu quando se efetuou a contagem micro-
biologica, pois essa se manteve baixa nas amostras contendo nitrito
e nitralo e o po com nitratos da beterraba. Em decorréncia disso,
procedeu-se a determinag¢do do conteddo de nitratos nesse pd, encon-
trando niveis de 8 mg de nitratos/100 g de pé6, o0 que deve ter
resultado em uma concentragdec menor do que 1 ppm no preoduto final,
mas que pareceu suficiente para agir como conservante. Em vista
desses resultados, ficou comprovada a utiliza¢¥%o do corante
beterraba com nitratos como intensificador de produtos cdérneos
além disso, como substiluto dos sais de nitrito e nitratos.
Atualmente, ‘existem muitos laboratdrios empenhados
conhecer o processo que conduz a formagdo de tumores induzidos
compostos quimicos e que esta intimamente relacionado com o modo de

vida e hdbitos alimenlares do individuo (CLAYSON, 1981; AMES,
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1984a;b; CARR, 1985; FURIHATA & HATSUSHIMA, 1986). Como evento

mutacional & um dos pré-requisitos para a ocorréncia do processo
carcinogénico, a avaliag¢%o do potencial mutagfnico de compostos
quimicos presentes nos alimentos, nos firmacos e na dgua é de impor-
téncia pasra a saudde publica.

A similaridade quimica entre agentes mutagénicos e carci-
nogénicos tem  reforgado a hipdétese de que tLipos especificos de
dielas est%o relacionados com o aparecimento de canceres de mama, do
célon e do es6fago (CARR, 1985). A rela¢gdo entre a alimentagﬁo e
cancer iniciou-sze com ¢os estudos de BURKITT (1971) em populagBes
africanas e americanas, demonstrando que alimentos ricos em fibras
vegetais teriam um efeito protetor na carcinogénese intestinal, o
que foi posteriormente comfirmado por NIGRO (13881), JEHNSEN et alii
(1982) e REDDY (1982; 1S983a;b). Segundo esses autores, o efeito
protetor pode estar relacionado com a capacidade de adsorgdo, di-
lui¢do e inibi¢do do metabolismo de compostos mutagénicos, ainda que

tal] efeito dependa da composi¢do e da origem das fibras, pois essas

compreendem um grupo de carboidratos contendo celulose, hemice-

lulose, pectina e outras subst@ncias tais como a lignina, que s%o
resistentes & digest3o no trato intestinal (CUNMINGS, 1987). Dife-
rentes tipos de fibras n%o nutritivas, incluindo as ligninas, tém um
papel fisioldgico muito importante, podendo ligar-se a compostos
tumorigénicos, alterando a circulagdo entero-hepdtica dos metabdli-
tos desses compostos provavelmente por aumentar a massa fecal e
diluindo-os 1985). Em contraposi¢do, tais afirma¢les
ndo s¥o confirmadas pelos estudos de JAIN et alii (1980). Todavia,

egses dados conflitantes 8%o justificados por REDDY (1982) como
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devidos a varifagles na natureza do composto qufimico empregado como
agente genotoxico, na susceptibilidade da linhagem do.animal utili-
zado e na composi¢do dags dietas.

A fragdo 11 do corante estudado difere da fragdo 1 por
conter nitratos e ndo conter fibras. BA diferen¢ga na quantidade de
fibrags pode ser explicada devido as diferentes formas terem sido
extrafdas de variedades de beterraba de locais diferentes e n%o
cultivadas sob as mesmas condig¢les.

Desde osg primeiros relatos feitos por MAGEE & BARNES

(1956), sobre a indu¢do de cancer no figado de ratos alimentados por

dimetilnitrosamina, mais de oitenta tipos diferentes de nitro-com-

postos foram descritos como agentes genotodxicos (GOLDIN, 1886). O
potencial tdéxico desses compostos reside no fato de que eles reagem
com aminas e amidas secunddrias e tercidrias, originando as nitrosa-
minas e nitrosamidas (MIRVISH, 1975). O0Us nitro-compostos podem ter
diferentes origens; a principal é aquela na qual o nitrito se origi-
na das rea¢tes de redu¢do do nitrato pela microflora da cavidade
oral (TANHENBAUM et alii, 1974) ou da atividade microbiana no intes-
t.ino (TANHENBAUN et alii, 1978). A alimentag¢So & considerada a fonte
secunddria de origem desses compostos (LIJINSKY & TAYLOR, 18977).
Muitos vegetais podem acumular, em certos drgdos, como folhas (espi-
nafre), caules (aipo) e raiz (beterraba), altas concentra¢fes de
nitratos gque podem ser convertidos em nitrito durante o armazenamen-
to. Além desses alimentos, o2 nitritos s%o adicionados ag carnes e
outros produtos alimentfcios, como intensificadores da cor e como

linum. O uso de nitri-

tos foi introduzide hd cerca de 50 anos e os niveis permitidos nd%o

devenm exceder 200 ppm, estando o© conteddo médio em 100 ppm
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(NACCARATO et. alii, 1987). Alimentos salgados, em conserva e defuma-
dos também contém nitrato e nitrosaminas, bem como outros compostos
resultantes de processos de fermentagdo. Uma terceira fonte de
nitritos & a redu¢do do nitrato em nitrito que ocorre no estOmago.

Individuos normais, em jejum, possuem pequenas quantidades de nitri-

tos no estBmago em condiglies fisioldgicas normais; todavia, essa

concentragdo aumenta consideravelmente quando o pH gdstrico aumenta
em niveis acima do normal, permitindo o crescimento de Dbactérias
1978) .

H& que se considerar, contudo, que a segunda fonte
geradora de compostos nitrosos, a alimentag¢do, também é fonte de
outros compostos que agem como ”cagadores de nitritos @ nitratos”,
como por exemplo o dcido ascdérbico (NACCARATO et alii, 1987), pre-
sente na frag¢%o II do corante em uma concentra¢d@o mais elevada do
que a de nitratos, o que esta dentro das normas JECFA/WHO.

0 dcido ascdrbico foi a primeira subst@8ncia de ocorréncia
natural considerada como bloqueadora efetiva da formag¥o de nitrosa-
minas (MIRVISH, 1981). 0O mecanismo de alfaﬂhidroxilacﬁo & considera-
do como o passo principal nas reagtes de ativag¢¥o para a formagdo de
nitrosaminas incluindo outras rea¢tes metabdlicas, muitas das quais

1985). O dacido ascdrbico

age reduzindo formas ativas de nitrogénio (tridxido de nitrogénio e

tetrdxido dinitrogénio) em oxide nitrico, diminuindo assim a concen-

tracgdo de espécies ativas para as reagles de nitrosamina¢do e nitro-
samida¢®0 (MIRVISH, 1975).

Dos resultados obtidos nos ensaios in vivo ndo se denota

qualquer diferen¢ga na a¢¥%o dos corantes sem nitratos e com nitratos;
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entretanto, torna-se necessdrio considerar outros aspectos envolvi-
dos no processo de metabolismo desses compostos que possam  inlLerfe-
rir na extrapolag¢do de resultados obtidos em experimentos com ani-
mais, para o homgm.

A s=saliva humana contém quantidades varidveis de nitratos
em condigles fisioldégicas normaig e esses g¥o parcialmente reduzidos
a nitritos por bacltérias comumente presentes na cavidade oral, sendo
encontrados niveis de nitritos na saliva entre 6 a 10 ppm (GOLDIN,
1986). Tais compostos chegam ao estOmago por meio de transporte
ativo. Além dos nitritos provenientes da saliva e dos adicionados
intencionalmente aos a]ihentos, o ectomago contém esses mesmos com-
postos que sdo provenientes dos alimentos que naturalmente conténm
nitratos. Desse modo, a quantidade de nitritos no estOmago varia de
individuo para indivfduo e depende do tipo de alimentagdo consumida

(NAS, 1981).

0 transporte ativo de nitrastos para o estbmago ocorre no

hemem e em outros animais de laboratdrio, mas n3o ocorre nos ratos
(NACCARATO et alii, 1987). MAldém do mais, comparando-se o homem e o©
rate, a fonte de nitratos provenientes da alimentacgto é bastante
diferente, acrescendo-se o fato de que no suco gédstrico de indivi-
duos normais em Jjejum existe uma concentrag¢do baixa de nitritos, que
aumenta significativamente quando o pH do suco gastrico eleva-se a
niveis acima do normal, como por exemplo a que ocorre apds aé re-
fei¢Bes (TANNENBAUM et i 1977). Em pH dcido, os nitritos géstri-
cos sdo convertidos em dcido nitroso, que & absorvido ou cataboliza-
do em o6xidos nitroso (N 0) e nitrico (NO), mas como o pH do estdmago
2

ndo se torna dcido antes de uma hora apds as refei¢ies, parece que

existe um tempo suficiente para que os nitritos exer¢am sua ativi-
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0 estOmago, portanto, parece ser o sftio principal das

reages de nilrosaminagdo ou nitreosamidagdo porque requerem um pH
dcido e a ocorréncia degsas rea¢gfies estd associada h concentracsfo de
nitro-compostos, tLanto no estomago como nos alimentos, as condig¢Ues
ffisioldgicas do indivfiduo, ao pH do estOmago @ 4 ausénecia ou pre-
senga de nucledfilos ou inibideores dessas reaclies, como o dcido
ascorbico e alguns compostos polifendlicos (MIRVISH, 1981; NACCARATO
1987) .

Na espécie humana, outras varidveis podem interferir na

formag¥o de nitrosaminas, como por exemplo a ingestdo de certoes

analgésicos (PIERKOWSKA et 1985), anti-histaminicos e agroto-

xicos (LIJINSKY et alii, 1972), e a2 presenga de algumas anomalias
gastricas, como a gastrite atrofica crdnica, que proporciona o
crescimento de bactérias estomacais que ativam as reagBes de nitro-
saminag¢ao.

Dentre os compostos nilrosos, as nitrosamidas sd%o0 mnais
instdveis que as nitrosaminas, mas em contraposi¢do, podem exercer
acdo carcinog@nica direta por n%o requercerem alivagdo metabdlica. As
nitrosaminas, apds ingestdo oral, particularmentoe quando em pequenas
doses por um longo periodo de tempo, sofrem ativagdo metabdlica e
podem ser convertidas em agenteg carcinogénicos.

A atividade da= monoxigenases jd foi demonstrads no trato
gastrintestinal de ratos (SEITZ et alii, 1978), bem como a atividade
do gistemas de conjuga¢do (SPARNINS et alii, 1982; FARINATI et alii,
198%5), com relagfio a diferentes compostos quimicos. Em rela¢do aoaz

nitro-compostos, reconhece-se a famflia do citocromo P-450 como a
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envolvida na sua metabolizag¢tio (TU & YANG, 1985). APPEL et

(1987) sugeriram que a formag¢do de nitrito ocorre através do

cromo P-450 que cataliza a redug¢fo de um eldétron da nitrosamina para
formar amina secunddria e oxido nitrico e, segundo esses mesmos
autores, a forma¢gdo de nitritos representa um passo alternativo na
gerag¢do de intermedidrios alquilantes e pode represzentar uma reagdo
de destoxificagto e ndo de ativacgdo.

Embora ndo existam duvidas sobre a possibilidade de apli-
cagdo do corante da beterraba como aditivo em alguns géneros alimen-
tfcios, ndo é possivel apontar, todavia, qual das duas fra¢lies do
corante empregadas neste estudo deva ser preferida. A fracgio 11
seria uma fonte geradora .adicional de nitro-compostos no trato
gastrintestinal; contudo, pode substituir a adi¢do de nitrito e
nitrato de sédio em produtos cdrneos, por exemplo.

No entanto, o8 corantes naturais, mesmo que seja compro-
vada sua segurang¢a do ponto de vista geno e toxicoldgico, apresentam
algumas dificuldades tdécnicas asscociadas ao seu emprego, em parti-
cular quanto a estabilidade, solubilidade e baixa intensidade de
colorag¢dfo (MC CLELLAND, 1977). Esses problemas poderdo ser contorna-
dos com o aperfeicoamento de procedimentos técnicos, que contemplen

também o aspecto econbmico.
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V. RESUNO E COKCLUSOES

Dentre os produtos do metabolismo secunddrio vegetal,
pigmentos ou corantes tém despertado especial interesse, pela sua
importancia mna inddstria de alimentos. HNo caso de oferecerem menog
riscos b saude humana, poderdo vir a substituir os corantes sintdé-
ticos, principalmente os que s%o questionados quanto & possiveis
reagties alérgicas. Este estudo teve por objetivo avaliar a atividade
mutagénica das fragUes. 1 (gem nitratos e com fibras) e 11 (com
nitratos e sem fibras) do corante da beterraba em ensaios :

Os ensaios consistiram na andlise de células de medula

, machos e fémeas, com 6 a 7 semanas de
idade, pesando 90 a 100 g e tratados por via oral durante uma semana
com as frages 1 e Il nas doses 'de 0,02 mg e 5,0 mg de betanina/’/100
g de peso corpdreo/dia. No oitavo dia, os animais foram sacrificados
e tiveram seus fénures removidos para a coleta do material. Os
grupos controles congistiram em controles negativos sei: qualquer
tratamento e em controles positivos, cujos animais foram tratados
com ciclofosfamida na dose de 5,0 mg/100 g peso corpdreo, 24 horag
antes do s=acrificio.

A andlise das laminas, foi executada em teste cego. O0O=
paramelros analisados foram o fndice mitdtico (IM) e as freqéncias
de nmicrondcleos ¢ de anomaliag cromogsdmicas.

Em relag¢do aos resultados obtidos, ndo se observaran

diferengas significativas quanto ao fndice mitdlico e as freqli®ncias

de micronicleos e anomalias cromossdmicas, quando as amostras trata-
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das com as duas doses das fraglies I e 11 do corante foram comparadas
com ag anostiras dos controles negativos. Todavia, ambas diferiram
significativamente das amostras dos controles positivos que apresen-
taram grave redugfio do indice mitético e freqliéncias elevadag de
microndcleos @ anomalias cromosz@micaa estruturais.

Esses resultados sugerem que os compostos presentes nas
frages estudadas do corante da beterraba foram metabolizados e
degradados em derivados n3o mutagénicos, razdo pela qual nfo foram
observados efeitos cicloativos ou clastog@nicos in vive.

Em vista dos resultados obtidos quanto a mutagenicidade

do corante da bebterraba, parece viavel o seu uso como aditivo ali-

mentar em substitui¢fo a outros corantes sintéticos de conhecidsa
toxicidade, apesar de ndo serem consideradas as dificuldades técni-~

cas e econCmicas relativas ao seu emprego.
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V1. SUHHARY

The recent growth of food industry has made food
additives a relevant cause of human cancer, particularly due to the
mutagenic activity of several synthetic food colors. The knowledge
of mutagenic effect of natural food colors gives scientific support
for the replacement of synthetic by natural ones.

Two different forms of beet root colors were tested: the

form 1 without nitrate residues and the form Il with nitrate

residues. The coloring active principle of both extracts 1is the

betanin pigment which gives the characteristic beet root purple
color.

Mutagenic effects were tested The experiments
were carried out with bone marrow cells of males and females R

Wistar six-seven weceks old, 90-100 g of weight,
orally treated with both forms for one week, with 0.02 mg and 5.0 mg
of betanin per 100 g of body weight per day; the bone mnmarrow
material was collected at the 8th day. For the bone marrow cell
experiments two different control groups were established: a
negat.ive group of untreated animales and a positive group of animals
treated with 5.0 mg of cyclophosphamide per 100 g of body weight 24
hours before sacrifice.

Mitolic index (11, chromosome anomaly (CA) and
micronucleus frequencies were recorded. Slides of bone marrow were
analysed in blind tests.

There were no differences in NI, micronucleus, and ChA

frequencies, whoen the treated samples wore compared with the
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negative control, but both samples differed significantly from the

positive control which presented a gross MI reduction and an

increased micronucleus and CA frequency.

These results suggest that the compounds of both forms

were metabolized and inactivated 1in non-mutagenic derivates,

Justifying the absence of in vivo cyclecactive and clastogenic
effects.
The present results seem to support that beet root color

is a safer alternative food additive. Economic and technical

restraints were not considered.
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