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"Qualquer ação, por menor que seja, é um imenso
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uma caneta; falar ou calar; fazer um conserto ou uma conferência;

cuidar de um doente ou escrever a máquina. Tudo é apenas o exterior
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t. INTRODUÇÃO

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

por sinais químicos conferidos pela cor, pelo aroma e pelo sabor”

C(GOODWUIN,1976).

Para a maioria dos organismos vivos, os sinais químicos

são o principal meio de comunicação. Esses sinais, entretanto, são

complexos e contêm misturas de diferentes substâncias, grande parte

das quais pertence à categoria dos produtos do metabolismo secundá­

rio vegetal. Esses produtos foram assim designados porque nem todos

possuem função metabólica específica, O que levou inicialmente à

idéia errônea de que fossem de pouca utilidade C(SWAIN,1977),

A maior parte dos produtos secundários, também comumente

referidos como produtos naturais, «é originada de vegetais supe­

riores, embora muitos possam ser encontrados em fungos e bacté­
rias (TURNER,1971, DE LEY & KERSTERS,1975). Existem cerca de dez mil

produtos secundários de baixo peso molecular;. como exemplo, têm­se

as classes dos alcalóides, com cerca de 4500 estruturas conhecidas,.

dos flavonóides, que agrupam aproximadamente 1200 estruturas, dos

terpenos, com perto de 1100 estruturas conhecidas e dos carote­
nóides, com cerca de 300 estruturas já identificadas. Entre os

produtos secundários são também encontrados proteínas, polissacarfi+­

deos e outros polímeros cuja função nas plantas não é ainda conhe­
cida C(MAZLIAK,1968; MALONE, 1983).
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Na verdade, embora os produtos secundários não pareçam

essenciais em processos bioquímicos celulares particulares, eles têm

mostrado uma função especial no organismo vegetal como um todo. Uma

das funções mais surpreendentes é a emissão de sinais químicos no

ecossistema como mecanismo de proteção contra patógenos e preda­

dores. SWAIN (19//) considerou esta como a função principal” dos

metabólitos secundários e suficiente para explicar satisfatoriamente

a diversidade de estrutura, a evolução, a localização especifica nas

plantas e a rapidez do metabolismo e transporte dessas substâncias.

Durante as duas uúltimas décadas, muitos cientístas

dedicaram­se ao estudo dos produtos do metabolismo secundário, n%ão

só para elucidar a sua complexa estrutura, mas também para entender

as vias biossintéticas pelas quais são originados.

A pesquisa em busca de substâncias úteis extraídas de

vegetais iniciou­se em 1804, quando a morfina foi separada do látex
muitos produtos deriva­

dos de vegetais foram identificados como portadores de importantes
princípios ativos, geralmente tendo sido selecionados para estudo
pelo conhecimento popular. Constituem exemplos disso a reserpina, o

quínino, a digitoxina e a codeína.

Em suma, a maior parte dos produtos naturais exibe carac­

terísticas específicas, qual seja, a de possuírem principios ativos
farmacológicos importantes na terapia animal e humana. Todavia, em
muitos casos, esses princípios ativos são tóxicos, podendo ser

letais ou causarem danon por interagirem com an moléculas de infor­

macão genética (DNA, RNA e proteínas) e podendo resultar em um

processo maligno, a curto ou a longo prazo.
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1. Ação biológica dos produtos naturais secundários.

Nos últimos anos, tem se tornado cada vez mais evidente

que os fatores ambientais desempenham um papel fundamental na muta­

gênese e na carcinogênese (VWHO,1964). As pesquisas epidemiológicas

têm revelado variações intra e inter­populacionais na incidência de

câncer (AMES,1984b), sendo que as causas são atribuídas a fatores

genéticos, físicos e principalmente químicos, aos quais estamos

expostos intencionalmente ou não. Mais recentemente, a alimentação

passou a centralizar a atenção de pesquisadores como sendo uma das

grandes contribuidoras para a elevada incidência de neoplasmas na
população humana CSOMOGYI,1980). Essa preocupação crescente adveio

do fato dos alimentos conterem, além dos compostos intencionalmente
adicionados, uma grande quantidade de compostos do metabolismo se­
cundário vegetal, muitos dos quais com atividade mutagênica e carci­

nogênica.
Anteriormente, acreditavase que esses compostos só afe­

tavam as populações de países como a Polinésia, Japão e India, que

têm hábitos alimentares exóticos (STICH et alii,1982). Atualmente

sabe­se que qualquer pessoa, independente de ser vegetariana Ou

carnfívora, ingere diariamente muitos tipos de mutagênicos amplamente

distribuídos no reino vegetal.
:

O aparecimento de tumores em animais, induzidos por com­

postos naturais ou sintéticos, é considerado um processo de muitos

estádios (BERENBLUM,1941; ROUS & KIDD, 1941) eé denominado de

carcinogênese química. Muitos compostos necessitam de ativação meta­

bólica para tornarem­se mutagênicos finais e ligarem­se às moléculas

de informação genética, sendo referidos como eletrófilos reativos.
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Após um tempo variável, denominado período de latência, as células

alteradas expressam caracterfsticas fenotiíipicas novas que resultam

em um padrão de crescimento celular alterado. Os eventos bioquimi­
cos pelos quais as células expressam essas propriedades de cresci­

mento alterado são desconhecidos; todavia, podem estar envolvidos

fatores nutricionais. Em primeiro lugar, o tipo de dieta pode in­

fluenciar a ocorrência, a dose e a exposição a compostos mutagênicos

e carcinogênicos. Em segundo lugar, os constituintes da dieta podem

regular a atividade de enzimas ativadoras e inativadoras desses

compostos, como as monoxigenases de função mista, geralmente locali­

zadas no retículo endoplasmático da célula (Figura 1).

Entre os compostos secundários que ocorrem amplimente nas

partes comestíveis de vegetais, dos quais têm­se identificado pro­

priedades mutagênicas e carcinogênicas, estão os alcalóides, que são
moléculas orgânicas que contém nitrogênio usualmente em um anel

heterocíclico, o qual age como base devido à sua capacidade em

aceitar fons hidrogênio. Assim, as soluções de alcalóides são em

geral fortemente básicas. Os alcalóides recebem denominações especIi­
ficas dependendo dos aminoácidos dos quais são derivados. .Desse

modo, os alcalóides securínicos e piridínicos são os derivados da
niacina ou ácido nicotfnico, os imidazólicos são derivados da histi­

dina, os benzilisoquinolínicos da fenilalanina, os troponicon, pir­
rolidínicos e indolizidínicos da lisina.

O papel dos alcalóides ainda não é bem conhecido; toda­

via, sua importancia na industria farmacêutica é indiscutível e o
uso de plantas rícas em alcalóides na medicina popular, principal­

mente em chás de cascas de caules, folhas ou sementes, é amplo.
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Por outro lado, muitos deles apresentam efeitos mutagênicos para o

homem e outras espécies animais C(LEVIN & YORK, 1978; HIRONO, 1986).
HUXTABLE (1980) chegou a considerar a sua utilização como um proble­

ma de saúde pública.

Dentre os diferentes tipos de alcalóides, os pirrolizidfíf­

nicos s5o os mais estudados, em decorrência de sua alta toxicidade

(NC LEAN, 1970), e ocorrência em uma grande variedade de espécies

vegetais de distribuição geográfica ampla (SMITH & CULVENOR, 1981).
Alguns alcalóides pirrolizidiíinicos, como a simptitina

1986), a
1972), a

integerrimina, de Senecio brasiliensis C(NARDI et alii, 1980; KVITKO

& GIMMLER, 1986; GIMMLER et alii, 1987) e a heliotrina '(MC

LEAN,1970) e à elipticina (SAKAMOTO­HOJO et alii, 1988), encontradas
em plantas da família Apocynaceae têm seus efeitos mutagênicos,

teratogênicos e carcinogênicos bem determinados.

aApenar do risco'que os produtos vegetais genotóxicos
oferecem, o homem dispõe de mecanismos de defesa capazes de inativar

tais compostos por meio de uma série de reações, sendo que uma

variedade de pequenas moléculas presentes na alimentação tem papel

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

alii, 1985).
|

Os compostos “que podem manter ou tornar inativos os
agentes mutagênicos são referidos sob a denominação ampla de agentes

antimutagênicos. (1985), eles podem atuar in

quando são designados desmutagênicos,

denominados Dbioantimutagênicos. Os agentes antimutagênicos podem
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interferir nan reações que culminam por lenarc o meterial genéticode

diferentes modos (Figura 2). Eles podem impedir an reações da fance

I de metabolização, na qual os agentes promutagênicos ou mutagênicos
secundários são ativados a formas finais altamente eletrofílicas, a

ação de enzimas de conjugação (fase II) que inativam os compostos
por removerem os radicais ativos superóxido, peróxido de hidrogênio

e hidroxilo, formados durante as reações de óxido­redução, ou inter­
ferir nas reações de duplicação e reparo do DNA.

Dentre os compostos naturais de origem vegetal que agem
na fase Il, pode­se citar os fenóis como o ácido p­hidroxiciínâmico e
o ácido o­hidroxicinâmico, obtidos da canela e folhas de coqueiro

1980), e os compostos indólicos, entre eles o

indol­3­carbinol, o 3­3“­diindolil­metano e o indol­3­acetonitrilo,

formados a partir de glicobrassicina, um glicosídeo do oleo de

mostarda com um grupo indol na molécula. Tais compostos ocorrem nas

partes comestIveis de vegetais da família Cruciferae como a couve, a

couve­flor e o brócolis (WATTENBERG & LOUB, 1978). Tanto os fenóis

como os indóis são capazes de alterar a atividade das mono­xigenases

de função mista, enzimas envolvidas no metabolismo oxidativo de

muitos compostos químicos,

As reações da fase Ill do processo de metabolismo de

compostos químicos (reações de conjugação) caracterizam­se "pela

destoxificação enzimática dos metabólitos do composto, que são con­

vertidos em derivados não mutagênicos que são excretados.

Os agentes antimutagênicos que participam da remoção de

radicais (1987) como antio­

xidantes removedores de radicais ou como preventivos. No primeiro
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caso, 1981;

HICKS, 1983; MANOHARAN & BANERJEE, 19685; RAJ &à KATZ, 19865; ABRAHAM

et alii, 1986; RENNER, 1986; DARROUDJ et alii, 1988), a vitamina E

C(BECKMAN et alii, 1982; GEBHART et alii, 1985; AMES, 1986) a vitami­

19682; HARTMAN, 1982; 1983; KADA et alji, 1986)

e o selênio (SHAMBERGER, 1970; SHAMBERGER & WILLIS, 1971; CHATTERJIEXZE
& BANERJEE, 1982; SALONEN et alii, 1985). Todos esses elementos
podem ser encontrados em alimentos de orígem vegetal ou anímal.

Os antioxidantes preventivos removem enzimaticamente

radicais ativos, e entre eles são conhecidas as transferases

peroxidasesn do glutatiãdo, que convertem radicais de peróxido
hidrogênio em água, associadas com a redutase do glutatião e

complexo de NADPH (BOCK et alii, 1987; HAYES et alii, 1987),
dismutases do superóxido que realizam o processo de dismutação,
qual o radical superóxido é transformado em oxigênio e as catalases

que convertem o radical de peróxido de hidrogênio em água e oxigênio:

C(KAPPUS, 1967; OESCH, 1987). As transferases e peroxidases do gluta­

tião são encontradas no citosol de células eucarióticas e suas

atividades podem ser incrementadas por componentes alimentares ricos

em compostos sulfurosos, como a alíicina encontrada no alho e cebola

(VIRTANEN, 1962), o isotiocianato e o benzil­isotiocianato presen­

tes, respectivamente, no óleo de mostarda e no agrião (VATTENBERG,

1977). Às dismutases do superóxido são específicas para O citoso]l e

mitocôndrias de eucariotos e são encontradas abundantemente em mui­

tas espécies vegetais (FRIDOVICH, 1982), as catalases estão presen­

tes em todas as células aeróbicas C(VIULLAUNE, 1987).

Entre os compostos que agem na duplicação e reparo do DNA

estão os derivados de taninos, compostos do metabolismo secundário

­
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vegetal conhecidos pela sua ação adstringente e anti­putrefativa.

KADA alli (1985) catecolamina

identificada como epigalocateconagalato, que reduziu significativa­

mente as taxas de mutação espontânea devidas às alterações na  DNA­

os autores, como as catecolaminas e outros taninos têm afinidade com

protefnas, parece que O efeito da epigalocateconagalato foi devido a

uma interação especifica com a DNA­polimerase 111, o que garantiu a.

fidelidade na duplicação do DNA.

Um outro derivado dos taninos, o ácido tanínico, promoveu

O reparo por excisão de danos induzidos por ultra­violeta (U.V.) em

2. Aditivos para alimentos.

Os nossos mais remotos ancestrais dependiam, para sua

sobrevivência, de frutos selvagens, sementes, raízes, insetos, mel e

animais. Eles aprenderam a evitar algumas plantas venenosas obser­

vando O que ocorria com os animais que as ingeriam.

TAYLOR (1980) já havia destacado como bastante provável

que os sobreviventes tenham chegado a reconhecer não somente aquelas

plantas com efeitos letais, e os mais inescrupulosos entre eles àa

usá­las para conquistar o poder, mas também aquelas que os faziam

adoecer. O que eles não fizeram, nem tampouco o homem moderno ainda

o fez convenientemente, foi identificar as plantas comestíveis que

têm efeitos tóxicos retardados.
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Até a década de 70, as preocupações estavam voltadas para

a seleção de contaminantes alimentares sintéticos, negl igenci ando­se
os compostos mutagênicos e carcinogênicos de ocorrência natural que,
então, começaram a despertar a atenção dos pesquisadores (KNUDSEN,

19582).

Os contaminantes alimentares com atividade genotóxica

podem ter fontes de origem intencional e não intencional. Os compos­
tos de ocorrôncis natural como os produtos do metabolismo secundário

vegetal referidos, ou compostos originados de componentes naturais
dos alimentos são considerados de fontes não intencionais. Estes

podem originar­se por reações como as nitrosaminas, forma­

das de reações entre os nitritos provenientes dos alimentos, as

aminas que são componentes celulares essenciais, ou durante o prepa­

ro e transporte dos alimentos, como as várias aminas aromáticas

(1977).

De fontes intencionais são encontradas substâncias não nutritivas
adicionadas quase sempre del iberadamente aos alimentos com uma fina­
lidade específica. Entre essas, são exemplos bem atuais Us aditivos

alimentares.

Pela FAO/UHO (1957), aditivo alimentar é "toda substância

ou mistura de substâncias, dotada ou não de valor nutritivo, adicio­

nada ao alimento com a finalidade de impedir alterações, manter,
conferir ou intensificar seu aroma, cor, sabor, modificar ou manter

sou estado físico geral ou exercer qualquer ação exigida para uma

boa tecnologia de fabricação do alimerto”.

Os aditivos para alimentos são divididos em classes, de

acordo com sua função. São designadas acidulantes as substâncias

capazes de intensificar Oo grau de acidez dos alimentos. Umectantes e
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antiumectantes são substâncias adicionadas aos alimentos com a fina­

lidade de "capturar” a água, recpectivamente repassando­a para O

produto de modo a mantê­lo úmido ou imobilizando­a a fim de manter o

alimento seco. São designadas espessantes as substâncias capazes de

aumentar a viscosidade de soluções, emulsões e suspensões. Substâàn­

cias com à propr i edade de conferir ou intensificar a cor são chama­
das corantes, os intensificadores do aroma são os aromatizantes e os

intensificadores do sabor e aroma são flavorizantes. Os edulcorantes

são substâncias com propriedade de adoçar os alimentos e os antioxi­

dantes são protetores contra a oxidação, que & o principal fator

envolvido na deterioração dos componentes lipídicos. Os conservantes

são substâncias que impcdem ou retardam a alteração dos alimentos

por microrganismos.

A preocupação em proteger os consumidores em relação à

adulteração dos alimentos é muito antiga. Na Inglaterra, desde 1266

foram criadas medidas oficiais de proteção aos consumidores; entre­

tanto, entre os séculos treze e dezenove, tais medidas foram inefi­

cazes porque não se dispunha de métodos convenientes para avaliar a
segurança alimentar, o que só se tornou possível no fim do século

1984). Em 1948, foi criada nos Estados Unidosa Organização Mundial

de Saúde (UHO), instituição especializada que reúne mais de 140

países, com o objetivo de elevar ao melhor possível o nível de saúde

da população humana. A Organização para Alimentos e Agricultura
(FAO) é uma ramificação da Organização Mundial de Saúde e foi criada
em 1956 com o objetivo de controlar a qualidade dos alimentos. Ambas

estabeleceram, em 1962, a Comissão do Codex Alimentarius, que formou
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um grupo subsidiário, o Comite Misto FAO/VUHO de Peritos em Aditivos

para Alimentos (JECFA). À Comisão do Codex Alimentarius é um órgão
intergovernamental que se reúne anualmente para considerar recomen­

dações do Comitê de Peritos concernentes ao nível de uso de aditivos

apropriados a cada tipo de alimento e especificar a identidade, a

pureza e os métodos de análise desses aditivos. E também de sua

responsabilidade a seleção dos aditivos a serem examinados toxicolo­
gicamente e genotoxicologicamente pela Junta de Perítos, para o

estabelecimento da dosagem aceita para ingestão diária (IDA), ex­

pressa em miligrama do composto adicionado aos alimentos por quilo­

grama de peso corpóreo. À IDA significa a quantidade de um aditivo

alimentar que pode ser ingerida por toda a vida, sem qualquer dano à

saúde humana, à luz das informações toxicológicas disponíveis na
época da avaliação (JECFA, 1967). Qutros países, COMO à

Inglaterra, têm suas próprias legislações e, para alguns aditivos,

as listas elaboradas são mais rigorosas do que as publicadas pela

JECFA/FAG/WHO. Nesce pafon, as listas de aditivos alimentares são

elaboradas e controladas quanto à toxicidade, mutagenicivade e car­

cinogenicidade pelo Comitê sobre Toxicidade de Químicos em Alimen­
tos, do Departamento de Saúde e Segurança Social (DHSS).

O emprego de adítivos em alimentos no Brasil é basicamen­

te regulado pelo Decreto no. 55871 de 26 de março de 1965, As
alterações desse decreto foram feitas através de resoluções da
Comissão Nacional de Normas e Padrões para Alimentos (CNNPA), a qual
foi sucedida pela Câmara Técnica de Alimentos do Conselho Nacional

de Saúde. Atualmente, eventuais modificações vem sendo realizadas

através de portarias da Diretoria da Divisão Nacional de Vigilância

Sanitária de Alimentos C(DINAL), do Hinistério da Saúde CANTUNES &
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CANHOS, 1986).

A lísta de aditivos cresceu muito nos últimos anos,

mostrando grande mudança nos hábitos alimentares. No início do

presente século não existiam mais do que cinquenta aditivos, e

atualmente quatro mil ftens estão relacionados, sem contar com os

componentes flavorizantes de ervon e especiarias, No entanto, muitos

dos aditivos alimentares têm seu uso proibido pela Organização

Mundial de Saúde e outros ainda requerem estudos para serem conheci­

das as doses seguras de ingestão diária,

3. Corantes para alimentos

Dentl.re os adilivos para alimentos, a classe dos corantes

é a que tem sido mais cuidadosamente avaliada do ponto de vista

toxicológico C(KLAUI, 1980) e causado maior polêmica entre os cien­

tistaa CNOONAN, 1977), principalmente porque a grande maioria &

responsável por reações alérgicas (JUHLIN, 1983), tóxicas (BANSEN et

alii, 1963), genotóxicas CANDRIANOVA, 1970) e teratogênicas (COLLINS
19/2), com o agravante de não acrescentarem nada ao pro­

duto alimentício, do ponto de vista nutrimental (ANTUNES &  CANHOS,

1986).

No entanto, a cor dos alimentos é um dos fatores de

grande influência em sua aceitabilidade C(KLAUI, 1980) e, desde 1960,
a Food and Drug Administration (FDA) havia considerado os corantes

como desejáveis e necessários (CLYDESDALE, 1977).

Seu emprego na alimentação é muito antigo, sendo citado o
uso de corantes artificiais no vinho em registros do erudito romano
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Phiny, há dois mil anos. A regulamentação de seu emprego também nto

é recente, havendo referências de proibição do uso de corantes

artificiais na fabricação de manteiga, pelo governo de Parisg em 1395

C(SCHAFFNER, 1977).

Até a metade do século dezenove, os corantes disponíveis

para adição aos alimentos eram, em sua maioria, limitados aos de

origen vegetal ou animal. Em 1856, Perkin descobriu o corante que

denominou de anilina púrpura, o primeiro exemplo de tintura perten­
cente ao grupo químico azo (N=N) e derivada do naftaleno, também

manufaturado. Tal descoberta levou à pesquisa imediata de outros

corantes sintéticos (SCHAFFNER, 1977).

Atualmente, a..indústria de alimentos dispõe de quatro

tipos de corantes: o orgânico natural, designado pelo código C.1, o

orgânico sintético, designado pelo código C.Il, o orgânico sintético
idêntico ao natural, designado..pelo código C.IllIl, e o inorgânico,

que engloba pigmentos cujo emprego é limitado à superfície, desigona­
do pelo código C.IV. A lista de corantes permitidos dos tipos C.1)l e

C.111, inclui não só corantes com ingestão diária aceitável CIDA)

estabelecida, como por exemplo o cantaxanteno, o amaranto, o carmin

fndigo e o Red 26, mas tambóm alguns que ainda requerem informações
de testes de longa duração, como O chocolate Brown HT e&e o amarelo

quinolina. Diversos outros corantes, como o Drange B e o Citrus Red

no.2 permanecem sem autorização para uso por não terem suas IDAs
determinadas e serem de comprovada toxicidade, mesmo em concen­

trações baixas. Esses últimos não constam da lista aprovada pelo
Comitê de Perítos Europeus, que apresenta um número menorde compos­

tos colorantes em comparação com a lista elaborada pela JECFA/UHO
(TAYLOR, 1980).
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Os corantes naturais (C.l]l) de origem vegetal podem ser

subdivididos nos seguintes grupos: os derivados isoprenóides, como
os carotenóides, os derivados tetrapirrólicos, como a clorofila, e
os derivados benzopirenos, como as antocianinas, flavonóides e com­

postos afins.
Em 1982, a JECFA deliberou que deveriam ser avaliados

toxicológica e genotoxicologicamente os corantes naturais que se
enquadram nas seguintes situações: a) isolados de gênero alimentício
sob forma química não modificada, mas utilizados em níveis que
excedem OS encontrados nos alimentos de origem ou em alimentos

outros que não aqueles dos quais foram extraídos; b) isolados de
alimentos mas modificados durante sua produção; c) não provenientes
de fontes alimentícias.

Enquadram­se no primerio grupo as betalaíinas, pigmentos

que ocorrem nas famílias Afzoaceae, Amaranthaceae, Chenopodiaceae,

Didieraceae, Portulacaceae e Stegnospermaceae (PJATELLI, 1976), e

que s%o compostos nitrogenados com quinze carbonos distribufídos nos

vacuúolos das células vegetais C(MABRY 8& DREIDING, 1968).

Uma das espécies mais ricas em betalaínas é a beterraba

(Beta L.) que pertence à família Chenopodiaceae, ordem

Centrospermae, e é uma olerícola de fácil cultivo, com um ciclo

vegetativo de três a quatro meses. Estima­se que sua comercialização

alcance no Brasil cerca de 26000 toneladas anuais (MOURA et. alii,

1983). Por csse molivo, essa planta vem despertando partícular

interesse na indústria de alimentos,

Ars betalaínas emblobam pigmentos vermelhos, as betaciani­

nas, e pigmentos amarelos, as betaxantinas. Cerca de 75% a 95% do
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conteúdo total de betacianina da beterraba corresponde ao pigmento

betanina (VON ELBE & MNAING, 1973). A fração restante é composta de

uma aglicona, a betanidina, e outro pigmento considerado como meio
éster do ácido sulfúrico da betanina, a prebetanina, e dos sulfatos

monoésteres isobetanina e isoprebetanina. As betaxantinas encontra­

das na beterraba são constituídas pela vulgaxantina |! e a vulgaxan­

tina II (Figura 3).

A biossíntese das betalaínas se inicia a partir de duas
moléculas de 3,4­dihidroxifenilalanina (DOPA). A abertura oxidativa

do anel aromático e, ,seu subsequente fechamento para um sistema

dihidropiridínico produz o ácido betalânico, que origina a betanidi­

na na condensação com ciclodopa. Esta derivaria de uma segunda

molécula de DOPA, por ciclização oxidativa, presumivelmente por meio

da dopaquinona, como postulado para os primeiros estádios de melano­

gênese. A reação do ácido betalânico com outros compostos amino ou
imino ciclodopa produz as betalafínas C(PIATELLI, 1976).

As plantas podem absorver o nitrogênio, macronutriente
essencial para o seu desenvolvimento, nas formas nítrica (NO )) e a

3

amoniacal (NH ), sendo a primeira predominantemente utilizada pelas

plantas superiores. Como nos compostos orgânicos o nitrogênio encon­

tra­se em formas reduzidas, o nitrato (NO ) deve ser transformado em
| 3

h

amônia (NH ) antes da incorporação em aminoácidos e proteínis. À
:

4 ­

beterraba, como algumas outras plantas, consegue absorver o nitrogê­

nto pelas raízes tanto na forma amoniacal, em pH 7,0, incorporando­o

diretamente, como na forma nítrica, em pH 5,0. A absorção: desse.
macronutriente em quantidade acima da necessária faz com que ele

seja armazenado sob a forma de nitrato (SALYSBURY & ROSS, 1969.
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1­ Betanina  R= glicose

1 ­ Betanidiha Rs OH

TT ­ Prebetanina R* glicose ­ 6 ­ fosfato

|
N
!

H

TV­ Vulgaxantina 1 R=NH,
VV ­ Vulgaxantina 1 R­OH

FIGURA 3 ­ Pigmentos betalaínicos que ocorrem na beterraba .

(Betg — vulgoris) segundo VON ELBE (1977).
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A determinação quantitativa das betalafnas na beterraba é

feita por técnicas espectrofotométricas (NIEUWHOF & DE BRUYN, 1972),

podendo os pigmentos betalaínicos ser individualmente separados por

1972). Como a separação por eletro­

forese envolve elevado consumo de tempo, ADAWNS & VON ELBE (1977)

propuseram a separação dos pigmentos betalaínicos utilizando croma­

tografia l1íquida de alta pressão.

O conteúdo de betalaíinas é influenciado pelo tipo de
cultivar da espécie em questão, a época de colheita, as condições de
cultivo e o tamanho das raízes, pois raízes pequenas e médias contôm

uma quantidade significativamente maior de pigmentos do que raízes

grandes (NILSSON 1973).

Assim como em outros pigmentos, a estabilidade das beta­

laínas é influenciadapor agentes tais como pH, temperatura e6& àa

betanina parece ser mais estável em pH entre 4,0 e 5,0, mas em

muítos alimentos sua coloração não parece ser afetada em pH variando

de 3,5 a7,0. Em relação à temperatura, os valores de. meia­vida

| desses pigmentos aumentam. apreciavelmente quando a temperatura é

diminuída. A exposição das betalaínas à radiação gama Ou “ultra­
violeta pode resultar em perda de cor CAURSTAD & DAHLE, 1973).

A sensibilidade das betalaínas a estes agentes provoca

limitações na aplicação desses corantes. Ds alimentos coloridos por
esses pigmentos não devem receber um tratamento longo por calor

durante oO processamento, devem ser embalados para reduzir a expo­

sição à luz, ao oxigênio e à umidade e devem ser preferencialmente

alimentos secos. Apesar disso muitos autores demonstraram a impor­
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tancia de sua aplicação em diversos alimentos (VON ELBE & MYHAING,

1873; 197 4a; 1975; PASCH & VON

ELBE, 1977; VON ELBE, 1977b). Há referências de que seu uso como

corante alimentar é antigo, pois no fim do século dezenove adiciona­
va­se suco de caruru de cacho ao vinho a fim de obter uma cor

vermelha mais apropriada, prática 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 oblida uma tonalidade desejada, para a

maioria das aplicações, geralmente está em torno de 50 ppm de pó

contendo betanina ou de 0,05% de corante em relação à massa do

alimento. O poder de coloração conferido pelas betacianinas pode ser

comparável ao FDC Red no.2, cujo uso está suspenso pela FAD/WVHO

(VON ELBE, 1977Db).

As betacianinas da beterraba se caracterizam pela pre­

sença de uma saponina tóxica denominada fitolacatoxina CAPPLEBAUKN &
BIRK, 1979; LINDNER, 1984), caracterizada pela presença de uma

aglicona policíciica ligada a uma cadeia carbônica (Figura 4). Não

se tem conhecimento sobre a potencialidade mutagênica desse compos­
to, mas sabe­se que muitas espécies animais não são capazes de se

alimentar de plantas contendo saponinas, em decorrência da incapaci­

& GUEZ, 1972).

Em relação à avaliação do potencial mutagênico do corante

da beterraba, tem­se referência apenace dos resultados pub! icados por
ISHIDATE et alii (1984) que estudou a ação de vários aditivos ali­

mentares sintéticos e naturais, pelo teste de Ames com e sem ati­

vação metabólica e em culturas de fibroblastos de hamster chinês. DD
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corante da beterraba avaliado pelo teste de Ames mostrou­se mutagê­

nico na concentração máxima de 75 mg/placa, oO mesmo não tendo sido

verificado nas culturas de fibroblastos. Contudo, esses dados são
incompletos, pois nã$ão são fornecidas referências sobre a procedên­

cia, a forma e métodos de extração do corante, nem tampouco sobre a

concentração de betanina do corante utilizado.

As betacianinas são estruturalmente relacionadas com os
alcalóides e, por isso, são muitas vezes descritas como cromoalca­
lóides. Sua função fisiológica nas plantas é desconhecida, mas
quando presentes em flores e frutos parecem ter um papel semelhante

ao das antocianinas, na polinização e na dispersão das sementes

pelos animais. As betalaínas podem formar­se em tecidos injuriados,

normalmente não pigmentados, possivelmente como mecanismos de defesa

contra a infecção viral. Apesar da similaridade química, a atividade
genotóxica reconhecida em muitos alcalóides não parece ser exercida
pelos pigmentos vermelhos da beterraba.

A absorção, O metabolismo e a excreção da betanina ex­

Quando ministrada por via oral, somente 3% da betanina era recupera­

da na urina e nas fezes, após 24 horas, e quantidade ainda menor foi

encontrada na bili, em perfusões do fígado. Não se tem informações

sobre a potencialidade mutagênica desses pigmentos. Vivo, mas

bioensaios de curta duração, £ (1983),

não indicaram efeito de tratamentos com diferentes concentrações do

corante da beterraba na iniciação ou promoção de hepatocarcinogênese

em ratos.
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FIGURA 4 Saponina doa beterraba (Beta vulgaris)
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4, Avaliação de toxicidado de componentes alimentares,

Um dos pontos importantes para a segurança alimentar é a

qualidade dos testes utilizados para apontar os limitos mínimos e

máximos de ingestão de um determinado composto quimico. Mesmo para o

mais inócuo dos alimentos existe um limite acima do qual o risco

será maior e para todas as substâncias tóxicas há um limite mínimo

abaixo do qual o efeito tóxico não se manifestará (TAYLOR, 1980).

Uma substância é considerada tóxica quando causa a morte

ou dano ou produz sintomas de intoxicação após ingestão aguda Ou

crônica; é considerada Leratogênica quando produz anormalidades no

embrião em desenvolvimento e é dita genotóxica quando induz efeitos

tóxicos ao material genético nuclear ou extra nuclear de células

germinativas e somáticas (URIGUT, 1980). Os agentes genotóxicos

podem ser designados mutagênicos, quando causam mutação em ponto ou

pequenas alterações no material genético não detectáveis ao micros­

cópio óptico ou alterações cromossômicas ; como clastogênicos,
quando induzem especificamente aborrações cromossômicas estruturais

detectadas pela microscopia óptica; e como aneugênicos quando provo­

cam aberrações numéricas por interferirem no funcionamento normal do

aparelho mitótico. Um agente aneugênico pode também induzir efeitos

citotóxicos modificando o funcionamento do aparelho mitótico Ou

deprimindo a síntece de macromoléculas essenciais à vida celular,

Nesse caso, ele é especificamente denominado turbagênico (BRUSICK,

1984a).

À avaliação da genotoxidade pode cer efetuada por meio de

testes citogenéticos e não citogenéticos. Os testes não citogenóéti­

cos empregam organismos procariotos e eucariotos, ao contrário dos
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citogenéticos cujos principais tipos celulares empregados são prove­

nientesz de organismos eucariotos. Ambos podem ser divididos em

e testes in vivo.

nismos procariotos, geralmente utilizam linhagens mutantes da bactó­
ria Salmonella typhimurium C(AMES, 1984b) ou cepas de Escherichia

coli dependentes de triptofano C(BRUSICK et alii, 1980). Os testos
nos quais se empregam organismos eucariotos podem ser realizados com
fungos, ou com células de vegetais superiores e de mamíferos

(NATARAJAN & OBE, 1986).

dos locos específicos (RUSSEL, 1951), o das manchas em camundongos
(RUSSEL & MAJOR, 1957) e o do hospedeiro intermediário (EPSTEIN &

ROHRBORN, 1971; LEGATOR, 1976).

A análise com

qualquer linhagem que tenha capacidade de crescer em condições

apropriadas de cultura e possibilite a investigação em diferentes

fases do ciclo celular e o uso dos sistemas de ativação metabólica

requeridos para compostos que são mutagênicos proximais ou secundá­
rios (BRUSICK, 1984b).

Os testen citogenéticos in vivo são realizados um

organismo animal intacto e por isso oferecem vantagens sobre os

outros, pois o composto a ser testado é submetido as reações bioqui­

micas que podem tanto ativá­lo como inativá­lo. Além do nmais, as

vias de administração e as condições de exposição ao composto podem

assemelhar­se às do homem.

As células de medula óssea de animais de pequeno porte e
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de ciclo reprodutivo curto, como camundongo, rato, hamster e outros,

pelo seu alto poder prol iferativo, favorecem amplamente a avaliação
clastogênica e aneugênica de . com­

postos. Estes podem ser administrados pelas vias oral, intradérmica,

intraperitoneal, por inalação ou por exposição dérmica. Após um

período de tempo apropriado, os animais são sacrificados, os fômures

são retirados e a medula é colhida para, em seguida, proceder­se às

preparações das lâminas. Por meio dessa técnica pode­se detectar se

o composto em questão é capaz de interferir na cinética de divisão

celular e induzir aberrações estruturais ou numéricas e trocas entre

cromátides­irmãs (TICE & IVETT, 1985).

À indução de aberrações cromossômicas também pode ser

avaliada pelo Leste de micromícieceos em cólulas doe nedula óesca.

microníúcieos resultam de fragmentos acêntricos ou cromossomos que se

atrasam em sua migração para os polos e não são inclurfrdos no nmnícieo­
filho. Na medula óssea, os micronúcleos formados são retidos no

citoplasma, em contraste com o núcleo principal que é expelido

quando o eritroblasto se transforma em eritrócito (HEDDLE, 1973).

Esse teste é amplamente utilizado pela facilidade com que os micro­
núcleos são reconhecidos. Para efetluá­lo, os animais são expostos à

substância­teste por via apropriada. Após o sacrifício dos animais,

retira­se a medula óssea e preparam­se os esfregaços que são coraá­

dos e observados ao microscópio.

Os estudos ser desenvolvidos em

indivíduos expostos acidental, ocupacional ou terapeuticamente.

Nesses casos, as alterações podem ser pesquisadas em linfócitos do

sangue periférico, em células &de medula óssea ou preparação de

testículos. No primeiro caso, após a coleta do material procede­se
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à cultura de células, sendo analisados o índice mitótico e as fre­
PO

qiências de eventos clastogênicos e aneugênicos e de trocas entre

cromátides­irmãs. As preparações de testículos são efetuadas em

animais tratados apropriadamente e o exame citogenético é efetuado

em espermatogônias e espermatócitos.
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OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo investigar o potencial

pela ocorrência

analisa­

dos por meio de testes citogenéticos,
Sua proposição baseou­se nas conclusões do Comite HKMisto

FAO/WHO de Peritos em Aditivos para Alimentos  (JECFA, 1982), que

reconheceu nesse corante um possível substituto de corantes sintéti­
cos que foram proibidos, mas destacou a necessidade de sua avaliação
de forma mais completa por metodologia cientifica, a fim de que

possa ser estabelecida a dose de ingestão diária aceitável.
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11, KATERIAL E METODOS

No presente estudo foram testadas duas frações do corante

da beterraba; a fração ([ sem nitratos, mas contendo fibras e a

fração 11 sem fibras, porém com nitratos ambas cedidas pela Dra.

Seiva Cascon, do Centro de Tecnologia Agrícola e Alimentar da Empre­

sa Brasileira de Pesquisas Agropecuárias (CTAA­EMBRAPA) de Guarati­

ba, Rio de Janeiro.

A fração | foi preparada através da moagem do produto

laminado e seco em estufa, a temperatura de 45 C. Desse pó, separou­
se a betacianina, que é mais instável, por extração em álcool abso­

luto. A betacianina foi, a seguir, extraída com etanol­ácido cloríi­

drico 1% V/V, 1983). O

teor de betacianina foi determinado em espectrofotlômetro BECKMAN
DBG, com base na absorção máxima.À (cerca de 537 nm), encontrando­se

434,0 ng de betacianina para 100 gq de pó do corante.
A fração II foi preparada pelo laboratório francês Chr.

Dansen A/S, e segundo informações do Dr. José Eduardo Guiraldini, da

Indústria HA­LA do Brasil, filiada aquele laboratório, possui

teor de 10 a 15 ppm de nitratos e não apresenta fibras. O teor
betanina foi determinado como sendo 647,3 mg de betanina em 100 g de

pó do corante. As frações foram acrescidas de ácido ascórbico dvuran­

te seu preparo, a fim de garantir maior estabilidade durante à
conservação e uso.

À

var.

Wistar, com 6 a 7 semanas de idade, tratados por via oral durante

sete dias consecutivos.
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Foram realizados quatro ensaios. Os ensaios | e 11 equi­

valem ao tratamento com a fração | (sem nitratos), correspondendo,

respectivamente, às concentraçõesde 5 mg de pó ou 0,02 mg de beta­
nina para 100 g de peso corpóreo (pc) e 1160 mg do pó ou 5 mg de

betanina para 100 g9 ãe pc. Os ensaios Ill! e IV referem­se aos

tratamentos com a fração 1]I (com nitratos), nas respectivas doses de

3,3 mg de pó ou 0,02 mg de betanina para 100 g de pc e 770 mg de pó

ou 5 mg de betanina para 100 g de pc. Cada ensaio compõe­se de

experimentos, realizados em épocas diferentes, e que são constituí­

dos por grupos tratados e controles.

O corante foi diluído em cerca de 15 ml de água e ofere­
cido aos animais diariamente por volta das 18 horas, em bebedouros

de vidro fixados nas gaiolas. Durante o período noturno só lhes era

oferecido a solução do corante.

A primeira concentração (0,02 mg/100 g pc) foi escolhida

por equivaler a cerca da metade do valor numérico da IDA do corante
sintético vermelho amaranto, que é de 0,2 mg/Kg pc. à segunda con­

centração (5 mg/100g pc) equivale a um tratamento agudo em que O

animal ingere durante uma semana o que ingeriria durante toda sua

vida, considerando­se dois anos como o tempo de vida módio desses

animais. Neste tratamento, tomou­se por base a IDA máxima do corante

amaranto, que é de 0,5 mo/Kg pc. .

Foi feita a equivalência da concentração de betanina

entre as frações ] e ll. Desse modo, para ministrar 0,02 mg de

betanina utilizaram­se 5 mg da fração |]! (sem nitratos), contendo

434,0 mg de betaniína/100 gq de pó, e3s3,3nmgda fração 1) (com

nitratos), contendo 647,3 mo de betanina/100 À de pó. Do mesmo modo,

AA
AVAVAY

1 2 3 4 5 6 7 unesp”, 12 13 14 15 16 17 18



para minietrar S mg de betanina, utilizaram­se 1160 mo da fração | e

770 mg da fração 11.
Os grupos controles constituíram­se do controle negativo,

em que os animais não recebiam qualquer tratamento, e do controle

positivo, em que os animais receberam, 24 horas antes do sacrificio,

tratamento com solução de ciclofosfamida, um composto sabidamente

mutagênico, na dose de 5 mg para cada 100 gq de peso corpóreo, por

via intraperitoneal.

No oitavo dia, os animais foram sacrificados e tiveram

seus fêmures removidos, tendo recebido, 75 minutos antes do sacriff­

injoção via intraperitoneal de colquicina a 0,016% na dose de

ml para cada 100 g de peso corpóreo. Parte do material foi

destinada à pesquisa de micronúcleos em eritrócitos poli e normocro­

máticos e o outra para a pesquisa de aberrações cromossômicas ; Como
nem sempre foi possível analisar.em um mesmo espécime o5 parâmetros

de micronmúcleos e aberrações cromossômicas, os números de identifi­
cação não correspondem a um mesmo animal.

1, Preparações de micronúcleos

A medula óssea foi colhida com auxilio doe uma seringa de

1 ml, em tubo de ensaio contendo 5 ml de soro fetal bovino. Fez­30 a

homogeneização do material e centrifugou­se por 5 a 10 minutos àa
1000 rpm. Descartou­se o sobrenadante, homogeneizou­se o botão de
células e fez­se um esfregaço, transferindo uma gota dessa suspensão

celular para uma lâmina seca e sem gordura.
[e ) .

Após 24 horas, as lâminas foram aquecidas a 37 C por

cerca de 2 horas, flambadas à chama de lamparina de álcool e coradas

30
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primeiramente em solução de Wright por 3 minutos, em seguida por um

minuto em solução de Urigth­tampão fosfato pH 6,0 (1:1). Lavou­se

duas vezes em água desionizada e procedeu­se à coloração em solução
de GCiemsa 4%, tampão fosfato pH 6,0 e água desionizada, por (10

minutos. Lavou­se novamente em água desionizada e montou­se em
Permount.

A frequência de micronúcieos foi observada sob objetiva

de 100 x, contando­se o número de micronúcleos em 2000 eritrócitos

poli (azuis) ou normocromáticos (rosas),
Os efeitos da fração 1] do corante foram pesquisados em 8

indivíduos (4 machos e 4 fêmeas) tratados na concentração de 0,02 ng
de betanina/100 g de pc e?7 indivíduos (3 machos e 4 fêmeas) na

concentração de 5 ng de betanina/100 g de pc. Os efeitos da fração

11 do corante foram estudados em 8 indivíduos (4 machos e 4 fêmeas),
nas duas concentrações.|

2. Prepurações de medula dónGEOA

RetLirou­se a medula óssea com o auxilio de uma seringa de

1 ml, em tubo de ensaio contendo 5 ml de solução balanceada de

Hanks. Homogeneizou­se o material e centrifugou­se por cinco minutos
a 1000 rpm. As células foram, a seguir, hipotonizadas com solução de

KCl a 0,075 À por 20 minutos a 37 C. Após esse tempo, tal procedi­
mento foi interrompido com a adição de três gotas de fixador metanol

­ ácido acótico (3:1). Centrifugou­se por cinco minutos a 1000 rpm e

fixou­se as células, com três trocas consecutivas de fixador. Cinco

a seis gotas da suspensão celular foram pingadas em lâminas contendo

um filme de óíógua gelada, Em seguida, 5 lâmina foi flambada à chama
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de lamparina de álcool e corada com a solução de Giemsa a 2% durante

cinco minutos.

As alterações cromossoômicas (AC) estruturais e numéricas

foram pesquisadas em 100 metáfases de cada animal tendo sido também

registrados o fndice mitótico (IM) eo fíndice mitótico relativo

CIMR).

Considerou­se uma alteração cromossômica estrutural como

quebra quando a descontinuidade era maior que a largura da própria

cromátide, com deslocamento do segmento acêntrico. Quando o segmento

permanecia em alinhamento e a descontinuidade não excedia a largaura

da própria cromíátide, considerou­se a anomalia como falha. Essses

eventos foram classificados como cromatiídico quando afetavam uma só

cromátide, cromossômicos quando afetavam ambas e centromérico quando

envolviam oO centrômero. As anomalias numéricas pesquisadas foram

hiperdiploidia Caumento do número cromossssômico) +€« hipodiploidia

(diminuição no número cromossômico). Considerou­se o Índice mitótico

como à frequência de células em divisãoem 2000 núcieos e o Índice
mitótico relativo como a proporção percentual do Indice mitótico de

cada amostra tratada em relação ao seu controle.

Foram submetidos ao tratamento com a fração 1 na concen­

tração de 0,02 mg de betanina/100 pc 8 espécimes (5 machos e 3

fúómeas) e na concentração de S mg de betanina/100 pc 4 espócimes (2

machos e 2 fêmeas). ÀÃo tratamento com a fração II foram submetidos 7

espécimes (3 machos e 4 fêmeas) à primeira concentração e 4 espé­

cimes (2 machos e 2 fêmeas) à segunda concentração.

Os experimentos realizados, com o Lipo de tratamento em

cada ensaio, a doce empregada e o número de animais tratados e
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controles

seguir.

negaliívos estudados para cada parametro est$o resumidos a

Resumo dos experimentos realizados.

Ensaio

Fração 11:

Fração
(mg/100 g po)

P
O

OV
UO

O

7
4
4
4
2

8
8
8
6
4
5

N
B

A
D

O

sem nitratos, com fibras IN: Indice mitótico"

com nitratos, sem fibras AC: bBnomalias cromossômicas
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Para a análise estatIrIstica dos dados deste trabalho foram

empregados o teste Z para comparação das amostras de cada grupo

analisadas em perfodos diferentes (cf. NETER & VASSERMAN, 1974), a

estatística G6G para comparação de distribuição de frequências (SOKAL

& ROHLF, 1969) e o teste t de Student para significância de dife­

renças entre as médias (cf. SCHEFLER, 1969).
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111. RESULTADOS

1. Hicronúcioos

As frequências de micronúcleos encontradas nas amostras

tratadas com a fração | do corante nas doses de 0,02 (Ensaio 1) e
5,0 mg (Ensaio 11) de betanina por 100 g de pc por dia estão apre­

sentadas na Tabela 1, e as encontradas nas amostras tratadas com a
fração 11 do corante, nas mesmas concentrações (Ensaios 111 e 1V)
estão na Tabela 2. Cada um dos ensaios foi desenvolvido em diversas

etapas, daí existirem controles especificos para certas amostras.

As várias amostras de cada grupo (tratados, controles

negativos e controles positivos) analisadas em períodos diferentes

foram comparadas pelo teste Z, não tendo sido detectada Variação

significativa intragrupal nos ensaios |, Il e lv, o mesmo não ocor­

rendo com as amostras do ensaio II1Il, que para melhor identificação

forem designadas Illa, Illbe Illc. As amostras tratadas na segunda
etapa C(111bD) diferiram das demais, O mesmo ocorrendo com os con­

troles negativos da terceira etapa (Illc). Os resultados

das diversas amostras de cada grupo que não apresentavam variação

significativa foram somados e apresentados na Tabela 3, como os

valores médios e o desvio­padrão das frequências de micronúcleos., Os

valores do teste t para comparação das frequências de micronúcleos

entre as diferentes amostras de cada ensaio e entre os grupos dos

diferentes ensaios encontram­se na Tabela 4, Conclui­se que as

amostras do grupo exposto às duas concentrações das frações 1 (sem

nitratos) e [|] (com nitratos) do corante não diferem dos controles
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negativos mas ambas diferem dos controles positivos que apresentaram
frequências de micronúcleos significativamente maiores. Quando com­

parou­rse os diferentes ensaios detectou­se diferença significativa
entre as duas doses da fração I do corante, sendo que a frequência
de micronúcleos esteve relacionada à dose do corante. Não foram
observadas diferenças entre os tratamentos com as frações | e II na

dose de 5 mg de betanina (Ensaios II! e IV) nem entre os controles
negativos ou positivos dos diferentes ensaios. As comparações entre
os tratamentos com as frações | e II na dose 0,02 mg de betanina
não puderam ser efetuadas, em virtude da variabilidade interindivi­
dual verificada, no Ensaio 11],

A Figura 5 apresenta fotomicrografia de eritrócito con­
tendo micronúcileo.
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Tabela 1. Frequências absoluta (FA) e relativa (FR) de micronúcleos

em 2000 células de medula óvsea de Rattus

tratados com a fração [ nas concentrações de 0,02 mg

(Ensaio 1) e 5,0 mg (Ensaio I1)de betanina/100g pc.

Ensaio Amostra

N
S

2
x

a
p

a
a
r

[C
B

s
a

o
a

E
s

E
a

E

NM
M
F
F
F
F
NM
F
F

be
NM
M
MN T

P
O

O
O

P
N

N
B

P
R

N
O

U
S

P
O

O
N

D
P

A

m
l
"

<N
o

NS
Ro

R
S

animal tratado

animal controle negativo

animal controle positivo
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Tabela 2. Frequências absoluta (FA) e relativa (FR) de micronúcleos

em 2000 células de medula óssea de Rattus

tratados com a fração II nas concentrações de 0,02

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

N
A

pb
e

e
pa

w
o

o
8

em
=

Ss

NM
F
F
M
F
M

M
NM
F
M
F
F

bs
F
MN
çr
bs C

N
N

N
HP

0)
Pe

a
N

pa
N

a
UU

N
M

O
U

V
U

U
N

V
O

W
O

N
H

O
ZE

E
d

q
v
ím

IA
x
X

E

W
U

N
N

V
N

O
N

N
M

N
M

T
C

O
V

O
P

P
Q

O
U

O
V

O
O

O
U

Q
O

N
N

N
P

N
M

O
R

P
O

M

mg”

" " " " 1" u " u " t" u u " H n" " 1 n u u u u y" n KH u" j " "u " yu " " u " u u " H n Hd) H1 " [1 n Pp) H H jd) " H [1 n H " H H nu" " Wu n H " yu" H " V "

ACN:
ACP:

animal tratado : macho

animal controle negativo “:; fômea

animal controle positivo
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Tabela 3. Média e denvio­padrão das frequências de nmicronúcleos

agrupando­se as amostras de mesmo tratamento em cada

Ensaio Fração Betanina
(mg/100 g pc)

ACN

ACP

AT(1,2,3,7,8)

AT(4,5,6)

ACNC(I1,2,3,4)

ACNCS5,6)

ACP(1,2,3)

AT : animal tratado

ACN: animal controle negativo

ACP: animal controle positivo

Fração | : sem nitratos

Fração 11: com nitratos
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Tabela «. Valores de t para comparação das médias das frequências

de micronúcleos entre as diferentes amostras de mesmo

tratamento em

1,2,3 x ACN 1,

4,5,6 x ACN 3,

cada ensaio e entre as de diferentes

2

4

7,B x AGN DO

1,2,3,/,8 x ACP1,2,3

141,5,6 x ACP 1, 2,3

1,2,5,6 x ACP 1,2,3

3,4 x ACP 1,2,

AT x ACN

AT x ACP

ACN x ACP

Diferen­
tes en­ ATC(1)x ATCI1I)
salos

ATÓI1DD>X ATOÓIV)

ACNCIIDX ACNGCIV)

ACPÓI11IX ACPÓOIV)

1 2 3 4 5 6 7

3
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Figura S Eritrócito

4 5 6

com

7

micronúcleo.
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2. Indico Mitótico

Os valores do Indice mitótico (IM) e do Índice mitótico

relativo (IMR) das amostras tratadas com a fração J] do corante da

beterraba nas doses de 0,02 mg (Ensaio 1) e 5,0 mg (Ensaio 11) de

betanina/100 g de pc são apresentados na Tabela 5. Os valores da

estatistica G referem­se às comparações do IM de cada amostra trata­
da com o valor médio encontrado nos controles negativos do experi­
mento desenvolvido na mecma etapa, Uma vez que não foi detectada

diferença, também pela estatística CG, entre os controles negativos

machos e fêmeas.

Os valores de IM e INR das amostras tratadas com a fração

II! nas doses de 0,02 mg (Ensaio III) e 5,0 mg (Ensaio [IV) de betani­

na/100 gq de pc constam da Tabela 6. A apresentação dos dados segue o

mesmo esquema descrito para a fração |.

Das oito amostras tratadas com a fração |] nas duas doses

(Tabela 5), nenhuma delas apresentou redução significativa do Indice

mitótico em relação ao seu controle negativo, desse modo foi possí­

vel agrupar os dados, conforme a Tabela 7. Com relação às amostras
tratadas com a fração 1! (Tabela 6), apenas um animal apresentou

redução significativa do IM em relação ao seu controle negativo, o

mesmo não ocorrendo com as outras amostras, que puderam ser agrupa­

das, considerando­se às duas doses do corante (Tabela 7). Foram

também agrupados nesta tabela os Índices mitóticos de todos os

controles positivos que foram iguais (1,0).

Os valores da estatística G para as comparações entre as

amostras tratadas com as duas doses das frações | e 1] do corante da

beterraba e seus respectivos controles negativos e positivos constam

42
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da Tabela 8. Não foram detectadas diferenças significativas . nos

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

mas sim quando ambos foram comparados com os controles positivos.
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Tabela 5. Valores da estatística G para comparaçõo dan freqtoncian

do fndice mitótico (IM) e rndice mitótico relativo CIMR)

em 2000 células de medula óssea de Rattus

tratados com a fração I! nas doses de 0,02 mg (Ensaio 1)

e 5,0 mg (Ensaio 11) de betanina/100 g pc e seus

respectivos controles. ns

animal tratado

animal controle negativo : fômea

AA
AVAVAY

4 5 6 7 unesp”, 12 13 14 15 16 17 18



Valores da estatística G para comparação das frequências

do indice mitótico (IM) e Índice mitótico relativo (INR)

em 2000 células de medula óssea de Rattus

tratados com a fração [II nas doses de 0,02 mg

(Ensaio 111) e 5,0 mg (Ensaio IV) de betanina/100 gq pc e
seus respectivos controles. ns = P > 0,05; X = P < 0,05.

ATOS

ACNS3

ATE

AT7

ACNA4

ATI

AT2

ATS

ATA

ACN1L,2

animal tratado : macho

animal controle negativo F: fêmea
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Valores médios do Indice mitótico (IM) e Indice mitótico

relativo (JHR) dos grupos tratados com as frações ] e ]1,

nas concentrações de 0,02 mg (Ensaios | e 111) e 5,0 mo

(Ensaios 11 e 1V) de betaninas/100 9 pc, dos controles

negativos e positivos.

AT : animal tratado

ACN: animal controle negativo

ACP: animal controle positivo
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Tabela Valores da estatística G (1 grau de liberdade) para

comparação entre os Indices mitóticosdos grupos trata­

dos com as frações |] e 1]! nas concentrações de 0,02 mag
(Ensaios | e 111) e 5,0 mg (Ensaios 11 e 1V) de betani­

na/100 g pc eos respecLlivos controles negativos e

positivos e entre os controles.ns = P> 0,05; X = P<O,O5,

AT x ACN

AT x
x

AT ; animal tratado

ACN: animal controle negativo

ACP; animal controle positivo
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3. Anomalias Cromossómicas

As tabelas 39 e 1O apresentam as porcentagens de nmnetá­

fases com anomalias estruturais, bem como as médias das frequências

de anomalias estruturais por metáfase anômala, respectivamente nas

amostras tratadas com as frações | (Ensaios I e II) e II (Ensaios

Il e IV) do corante e nos controles positivo e negativo,

Às várias amostras de cada Grupo (tratados, controles

negativos e controles positivos) foram comparadas pelo teste Z que

mostrou não haver diferença significativa intragrupal, desse modo,

os dados puderam ser agrupados conforme mostra à Tabela 11. Os

valores do teste t para comparação das frequências de aberrações
cromossômicas estruturais (ACE) entre as amostras tratadas e os

controles negativos e positivos e entre os controles são aprescenta­

dos na Tabela 12, podendo­se observar que não houve diferença signi­

ficativa entre as amostras tratadas e os controles negativos,

ambos diferiram dos controles positivos.

As distribuições dos diferentes tipos de aberrações são
apresentadas nas Tabelas 13 (Ensaios | e 11) e 14 (Ensaios Ill e 1V)
e na Tabela 15 os totais de ACE nas amostras tratadas, controles

negativos e positivos nos quatro ensaios. Para o Ensaio LI, verifica­

ce nas amostras tratadas que aa falhas cromatiídicas foram os eventos

mais frequentes, seguidos de proporções semelhantes.de quebras cro­
matídicas e cromossômicas e de menor proporção de falhas cromossOomi>

cas. As distribuições de quebras e falhas, independentemente de

serem cromatídicas ou cromossômicas foram similares; já a distri­

buição dos eventos do tipo cromatlídico e cromossômico, independente­
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mente de terem sido gerados por falhas ou quebras, apresentou maior

proporção do primeiro tipo. Para as amostras do controle negativo,

as quebras e falhas, tanto do tipo cromatídico como cromossômico,

ocorreram em proporções similares.

Para o Ensaio 1] verificou­se nas amostras tratadas que,

dos eventos anômalos ocorridos, as quebras cromatídicas foram os
tipos mais frequentes, seguidos pelas quebras cromossômicas e falhas

cromatídicas que ocorreram em proporções similares. O grupo controle

negativo só apresentou eventos anômalos do tipo quebra, sendo as

cromatíidcas mais frequentes que as cromossômicas.

Nas amostras tratadas do Ensaio Ill, observou­se que as
falhas e quebras cromatidicas foram os eventos anômalos mais fre­

quentes, ao contrário das falhas e quebras cromossômicas que ocorre­

ram em proporções bem menores. À proporção de quebras e falhas foi a

mesma, independente de ser do Lipo cromatídico ou cromossômico, mas

o tipo cromatidico foi mais frequente que o cromossômico,  indepen­

dente de pertencer à categoria de quebra cu falha.
Entre os eventos anômalcs observados para O controle

negativo, a proporção de quebras foi maior do que a de falhas,
independente de terem sido do Lipo cromatiíidico ou cromossômico;

todavia, a proporção de aberrações do tipo cromatídico foi maior do

que as do tipo cromossôêmico, independente de terem sido geradas por

quebras ou falhas. ;

e

No ensaio IV, não ocorreram aberrações do tipo cromosso­
mico e as quebras cromatídicas ocorreram em proporções superiores às

das falhas cromatídicas nas amostras tratadas. No controle negativo,
as quebras cromatídicas foram os eventos mais frequentes; seguidos

de proporções similares de quebras cromossômicas e falhas cromatídi­
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cas. Os controles apresentaram nos quatro ensaios, proporções

maiores de quebras em relação a falhas, sendo que os tipos cromatí­

dico e cromossômico ocorreram em proporções semelhantes, tanto em

relação a quebras como a falhas. Os eventos anômalos registrados no

tipo "outros” foram figuras tri e quadrirradiais e só foram observa­

dos nessas amostras. Não se detectou a ocorrência de anomalias

cromossômicas numéricas.

Na figura 6 são apresentadas fotomicrografias de

metáfase sem anomalias e metófases parciais com anomalias do

tipo falha cromatídica e, quebra cromosssômica.



Tahela 9. Frequências de aberrações cromossômicas estruturais CACE)

com a fração | nas concentrações de 0,02 mg (Ensaio |) e

5,0 mg (Ensaio I1)de betanina/100 g pc.

Ensaio Amostra Sexo No.
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animal tratado MN: macho

animal controle negativo F: fêmea

animal controle posítivo
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Tabela 10. Frequências de aberrações cromossômicas estruturais CACE)

“com a fração II nas concentrações de 0,02 mg (Ensaio 111)

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

metáfases anômalas
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O
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O
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F 3 1,
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X
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O
O
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O

O

animal tratado : macho

animal controle negativo : fêmea

animal controle positivo:
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Tabela 11. Totais de aberrações cromossOmicas estruturais agrupando­

se as amostrasdos ensaios Il, 11 111! e 1V.

Ensaio Fração Grupo No. de metáfases % metáfases anômalas

= — — — — e es = e e. e ms em ms — e e mo e qm um na o o no cm um us o a oo nas quam mm o us uu us o ns uno um no us a qu us vas a us no aguas us np ms eo cm us ao cmo us e e us us aseasss=s2szsZszsZ2Zs=ZZT[sTTsTTITZSTXNZSZISTSTTfTSL2TS[2SZsTsTZSTfSTSTSTTSTfSZSTfSTSTISTS=SSTTSSfSSTsTSTSTSTSZSTTSTQSZ2=ZZ2SZXS=Z2NZ2ZISTX22SZ2Z2=

I 1 AT 4,1

animal tratado

animal controle negativo

animal controle positivo
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Tabela 12. Valores de t para comparação das médias das frequências

ACN:

ACP:

de aberrações cromossômicas estruturais agrupando­se as

amostras de mesmo tratamento. ns= P > 0,05; X*k= P < 0,05.

animal tratado

animal controle negativo

animal controle positivo
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Tabela 13. Distribuições dos diferentes tipos de aberrações cromos­

sômicas estruturais nas amostras dos ensaios |! e Il. CT:

cromatídicas, CM: cromossômicas.

O
O

U
O

O2
2
2
2
2

3
1
4
1

[ea
O

N
U

N
R

O
N

P
O

N
M

N

animal tratado

animal controle negativo

ACP: animal controle positívo
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Tabela 14. Distribuíção dos diferentes tipos de aberrações  cromos­

sômicas estruturais nas amostras dos ensaios 11] e |V,

CT: cromatiíidicas, CM: cromossômicas.

Outros Total

N
O

O
U

W
O

NY
VM

W
NM Mm

1
0
2

i
3
4
â
2
3

animal tratado

animal controle negativo

animal controle positivo
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Tabela 15.

ACP: animal

Totais dos diferentes tipos de aberrações cromossômicas

estruturais nas amostras tratadas, controles negativos

e positivos nos ensaios 1, 11, 111 e IV, agrupando­se
as amostras de mesmo tratamento. CT: cromatídicas, CM:

cromossômicas

animal controle negativo
controle positivo
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anomalias (A) e nmnetáfases parciais mostrando

cromatídica (BD) e quebra cromossômica (CO).
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IV. DISCUSSÃO

tiram detectar indução de alterações cicloativa e clastogênica pelas

frações 1] e1ll do corante da beterraba, por meio dos parâmetros

índice mitótico oe das freqiências de micronmícieos e aberrações

houve variação, interindividual significativa nas frequências de

micronúcleos entre os indivíduos tratados e os controles negativos e

positivos. Contudo, os indivíduos tratados com a fração 11 (com

nitratos) na menor concentração (Ensaio 111) mostraram variabilidade

interindividual bem como seus respectivos controles negativos, e

provavelmente por isso, embora os indivíduos tratados tenham  apre­

sentado frequências mais elevadas, essas não diferiram significati­

vamente dos controles negativos. Variações dessa ordem podem ocor­

rer, como descrito por HATTER (1976), que analisou a frequência de

micronúcleos em camundongo e hamster chinês e, observou que,. embora

as freqgtúências se mantivessem similares.nos diferentes indivíduos,

às vezes ocorriam alterações que excediam os limites máximos espera­
dos.

Os resultados obtidos nos testes de mi cronmícleos e de
aberrações cromossômicas mostraram concordância. O teste de micronú­

cleos foi delineado por SCHMID (1975) para selecionar compostos

químicos que agem sobre os cromossomos e o aparelho mitótico. Esse
teste proporciona uma análise mais rápida do que o método de análise

de células metafásicas, e pelos resultados de inúmeras investigações
"parece ser tã$Ão seguro quanto esse último (MNATTER, 1976; TICE &

IVETT, 1985; MADLE et alij, 1986).
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Os controles positivos, tratados com ciclofosfamida,

apresentaram frequências de micronúcieos e de aberrações cromossêmi ­
cas significativamente maiores que Os grupos controles negativos e
os tratados. Todavia, a extrema redução do índice mitótico e a

dificuldade em analisar células metafásicas, além da alteração entre

as proporções de eritrócitos pol icromáticos e ortocromáticos, levam

a sugerir o emprego de uma concentração mais baixa de ciclofos­

famida. No planejamento deste estudo foi utilizada como base a
concentração efetiva para ensaios de mutagêncse em camundongos. Às

células de ralo são mais sensíveis à ação da ciclofosfamida do que

as de camundongo e de hamster chinês (MADLE, 1986). Portanto, uma

concentração menor do que 5 mg/Kg de pc deve ser efetiva como refe­

rencial de efeito mutagênico e ao mesmo tempo deve facilitar a

análise citogenética,.

A boa concordância entre os resultados e os resultados

negativos obtidos propiciaram a análise de um menor número de indi­

víduos na investigação do efeito de uma dose aguda das duas frações

do corante na indução de aberrações cromossômicas (Ensaios 11 e IV).

Apesar de existirem evidências na literatura de que os
ratos, ao contrário de outras espécies, apresentam diferenças rel a­
cionadas ao sexo quanto ao metabolismo de compostos químicos, O

os machos metabolizam compostos xenobióticos mais rapidamente do que

as fêmeas, todavia, após a castração as taxas de metabolismo dimi­

nuem. Essa eficiência seria atibuída não a diferentes quantidades

de citocronmo P­450, mas a uma diferença qualitativa nas carac­
terísticas e constantes cinóticas das monoxigenases de função mista
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(SCHENKNAN et alji, 1967).
A ação genotóxica de um composto químico não deve ser

vista somente pelo aspecto intrínseco do composto, mas também como

uma função das espécies biológicas que estão sendo expostas à sua
ação, à atividade enzimática dos sistemas de ativação é inatívação

dessas espécies que estão sob controle gênico, ao tipo de tecido
estudado e aos efeitos do ambiente, que podem incluir o tipo de

nutrição, OS níveis de exposição a outros agentes químicos e o modo
de vida (HSU et. alii, 1987).

O mecanismo de ativação oxidativa de compostos químicos

depende não somente do mecanismo molecular e da enzima envolvida,

mas também da razão de oxigênio disponível no tecido para as reações
de oxidação. Essa razão é determinada pela taxa do nmetabolismo

basal, é altamente dependente da espécie biológica e varia inverca­

mente com o poso corpóreo. Desse modo, a ação de um composto que

necessita ser bioativado por reações de oxidação será, de modo

geral, tanto maior quanto menor for a espécie animal, embora isto

dependa dos níveis de atividade dos citocromos P­450 e P­448 e

outras enzimas do organismo em questão. De modo similar, as reações

de destoxificação ou inativação se processarão de modo mais rápido

quanto menor for o peso corpóreo (PARKE, 1983; 1997).

O processo de ativação metabólica pode levar à formação

de compostos eletroff]icos capazes de reagir com os centros nucleo­

filicos do DNA, originando O complexo composto químico­DNA e conse­

quentemente os eventos mutacionais, quando ocorre a duplicação do

DNA (SINGER & GRUNDERGER, 1983). Essas reações são pré­requisito

para a formação de tumores CNEUMANN, 1987); todavia, esse processo
neoplásico pode ser controlado pelas reações de reparo dos danos

el
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causados ao 1984). Sabe­se que as células

possuem uma rfsérie de enzimar que mantém a integridade do código

genético, por reparar o DNA lesado espontaneamente ou por agentes

físicos e químicos. A eficiência das reações de reparo varia depen­

dendo da espécie e do tipo celular em questão; além disso, a efi­

ciência das reações será maior quanto maior for o tempo disponível

para o reparo. Acsim, células que permanecem em um período GO ou Gi
prolongados têm uma chance maior em reparar os danos ao DNA, antes

que esses se convertam em um evento mutacional durante a duplicação

(KINBALL, 1987).

Existe um polimorfismo genético dos indivíduos com re­
lação às 1987), e essa

variação parece ser consideravelmente maior no homem, em comparação

com espécies animais de laboratório que são geneticamente mais

homogêncas 1987). Segundo esses autores, as dife­
renças na eficiência das reações de reparo no homem podem ser in­

trínsecas, quer dizer, controladas genelicamente, ou essas enzimas
de reparo podem ser ijnfluenciadas por fatores ambientais, tais como

agentes indutores presentes nos alimentos.

Quanto aos animais de laboratórios, NEUMANN (19057)  de­

monstra existir variação nos ratos e camundongos em relação à origom

de lesões no DNA induzidas por diferontes compostos químicos e a

eficiência do reparo, sendo que os ratos apresentam taxas de reparo

do DNA mais elevadas. Com a intenção de analisar a excreção na urina

de humanos e ratos de bases danificadas e desoxinucleosideos do DNA
que sofrem aexcinstão, AMES (1906) desenvolveuum ensaio de cromato­

grafia lIfquida de alta resolução para timina glicol, timidina glico)
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e hidroxíimetil uracila. os resultados por ele obtidos indicaram que
o homem excretana urina diariamente um total de cerca de 100 nano­

molares desses três compostos, o que sugere que a grande maioria

deles seja proveniente das reações de reparo do DNA, e não do outras

fontes alternativas tais como alimentação ou ação da flora bacteria­

na. Esse total representa cerca de mil resíduos de timina oxidados
por dia para cada das 6 x 10 células do corpo. Desde que
produtos são apenas três de um considerável grupo que causam danos

ao DNA, provavelmente existem, por dia, muitas centenas de ataques

oxidativos por célula no homem. Em comparação, os ratos que têm uma

taxa metabólica específica maior e um curto período de vida, excre­

tam cerca de quinze vezes mais de tLimina glicol e timidina glicol e

dez vezes nais hidroxiíimetil uracila por quilo de peso corpóreo em

comparação com o homem.

Em vista disso, torna­se evidente a dificuldade que exis­

te na extrapolação de resultados obtidos experimentalmente em ani­
mais para O homem, o que constitui, sem dúvidas, um dos principais

problemas na área de mutagênese.
A possibilidade do emprego dos corantes de origem natural)

tem parecido vantajosa pois é evidente à receptividadedo consumidor

diante da palavra "natural". Todavia, nem sempre o que é de ori gem
natural é inócuo ao organismo animal e humano.

o corante da beterraba é disponível para. uso comercial,
nos Estados Unidos, como suco concentrado ou em pó, em preparações

contendo entre 0,3% a 1,0% do pigmento betanina. Preparações com um

teor mais alto do pigmento seriam adicionadas em menor quantidade
aos alimentos; contudo, elas não são disponíveis em virtude das

restrições estipuladas em 1960 pela Emenda de Aditivos em Alimentos,
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que limita a concentração do pigmento aquela naturalmente extraída
(VON ELBE, 1977a;h). Além disso, à medida que se aumenta a concen­

tração do pigmento, & necessário adicionar­se estabilizadores e

assim O produto passa a não ser mais um corante vegetal natural

(MCCLELLAND, 1977). No entanto, embora as concentraçõece de betanina
presentes em condições naturais difíiram em função da variedade de

beterraba emprogada, muito frequentemente são suficientes para se

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

exemplo, que a quantidade necessária do corante da beterraba para

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

Os resultados deste trabalho reforçam a possibilidade de

que Oo corante da beterraba possa substituir corantes sintéticos como

os FD & CC Red nos. 2 e4, cujos usos são severamente restritos pelo
19/5). DO FD &

C no. 4 pode ser usado, nos Estados Unidos, em cerejas ao marasqui­
no, e a quantidade não deve exceder 150 ppm, enquanto que nenhum
alimento poderá conter mais do que 3O ppm de FD & C Red no.2.

Resta porém uma dúvida em relação à presença de nitratos,

O nitrito e o nitrato de sódio têm sido usados como fixadorea da cor

em produtos cárneos, além de contribuírem para a melhoria de sabor e
inibirem o desenvolvimento de bactérias (VBSSERMAN & TALLEY, 1972;

CHRISTIANSEN et alii, 1973). Contudo, oO uso dosses sais tem sido

questionado devido à sua capacidade de formarem no estômago  compos­

tos N­nitrosos, com atividade carcinogênica.

Em vista disso, VON ELBE et alji (1974a) testaram a
capacidade do corante da beterraba, em substituição a saig nftricos,
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com relação à manutenção da cor em linguiças. O experimento constou

de um grupo controle, constítuildo por carne moida sem agentes colo­

rantes e de três grupos tratados, um com carne moída contendo os

níveis máximos legais de nitrato e nitrito de sódio; nos outros dois

— grupos foi adicionado o pó com nitratos e o pó sem nitratos da

beterraba com 0,06% de betanina, nas concentrações finais de 339 ppm,

45 ppm e 56 ppm para o primeiro e 45 ppm para o segundo. Às carnes

do grupo controle apresentaram uma coloração acinzentada e, entre os

grupos tratados, todos exibiram coloração semelhante. Em virtude da

insolubilidade do corante da beterraba em gorduras, as partículas

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

excelente resultado. O sabor foi intensificado nos produtos contendo

nitrito­nitrato, mas tal característica não foi notada pelos prova­

dores, que manifestaram maior preocupação com à coloração. Entre­
tanto, a maior surpresa apareceu quando se efetuou a contagem micro­

biológica, pois essa se manteve baixa nas amostras contendo nitrito

& nitrato e o pó com nitratos da beterraba. Em decorrência disso,

procedeu­se à determinação do conteúdo de nitratos nesse pó, encon­

trando níveis de 8 mg de nitratos/100 gde pó, o que deve ter

resultado em uma concentração menor do que 1 ppm no produto final,

mas que pareceu suficiente para agir como conservante. Em vista

desses resultados, ficou comprovada a utilização &do corante

beterraba com nitratos como intensificador de produtos cárneos

além disso, como substituto dos sais de nitrito e nitratos.

Atualmente, existem muitos laboratórios empenhados

conhecer o processo que conduz à formação de tumores induzidos por

compostos químicos e que está intimamente relacionado com o modo de

vida e hábitos alimentares do indivíduo (CLAYSON, 1981; AMES,
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1984a;b; CARR, 1985; FURIHATA & HATSUSHIHA, 1986). Como evento
mutacional é um dos pré­requisitos para a ocorrência do processo

carcinogênico, a avaliação do potencial mutagênico de compostos

químicos presentes nos alimentos, nos fármacos e na água é de impor­

tância para a saúde pública.
'

A similaridade química entre agentes mutagênicos e carci­

nogênicos tem. reforçado a hipótese de que tipos específicos do

dietas estão relacionados com o aparecimentode cânceres de mama, do

cólon e do es6ófago (CARR, 1985). A relação entre a alimentação e

câncer iniciou­se com ps estudos de BURKITT (1971) em populações

africanas e americanas, demonstrando que alimentos ricos em fibras

vegelais teriam um cfeito protetor na carcinogênese intestinal, o

que foi posteriormente comfirmado por NIGROD (1981), JENSEN et alji
(1982) e REDDY (1982; 1983a;b). Segundo esses autores, o efeito

protetor pode estar relacionado com a capacidade de adsorção, di­

luição e inibição do metabolismo de compostos mutagênicos, ainda que

tal efeito dependa da composição e da origem das fibras, pois essas

compreendem um grupo de carboidratos contendo celulose, hemice­

lulose, pectina e outras substancias tais como a lignina, que são

resistentes à digestão no trato intestinal CCUNMINGS, 1987). Dife­
rentes tipos de fibras não nutritivas, incluindo as ligninas, têm um

papel fisiológico muito importante, podendo ligar­se a compostos
tumorigênicos, alterando a circulação entero­hepática dos metabó1li­

tos desses compostos provavelmente por aumentar a massa fecal &e

(19BD0)., Todavia,

esses dados conflitantes são justificados por REDDY (1982) como
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devidos a variações na natureza do composto químico empregado como

agente gonotóxico, na susceptibilidado da linhagem do animal uti li­
zado e na composição das dietas.

A fração 11 do corante estudado difere da fração 1 por

conter nitratos e não conter fibras. A diferença na quantidade de

fibras pode ser explicada devido as diferentes formas terem sido

extraídas de variedades de beterraba de locais diferentes e não
cultivadas sob as mesmas condições,

Desde os primeiros relatos feitos por MAGEE & BARNES

(1956), sobre a indução de câncer no fígado de ratos alimentados por

dimetilnitrosamina, mais de oitenta Lipos diferentes de nitro­com­
postos foram descritos como agentes genotóxicos CGOLDIN, 1985). O

potencial tóxico desses compostos reside no fato de que eles reagem
com aminas e amidas secundárias e terciárias, originando as nitrosa­

minas e nitrosamidas (MIRVISH, 1975). Os nitro­compostos podem ter
diferentes origens; a principal é aquela na qual oO nitrito se origi­

na das reações de redução do nitrato pela microflora da cavidade

oral CTANNHENEBAUNM et no intes­

19578). À alimentação é considerada a fonte

secundária de origem desses compostos (LIJINSKY & TAYLOR, 1977),

Muitos vegetais podem acumular, em certos órgãos, como folhas (espi­

nafre), caules (aíipo) e raiz (beterraba), altas concentrações de

nitratos que podem ser convertidos em nitrito durante o armazenamen­

to. Além dessees alimentos, os nitritos são adicionados u8 carnes e

outros produtos alimentícios, como intensificadores da cor e como
|

O uso de nitri­

tos foi introduzido há cerca de 50 anos e os níveis permitidos não

devem exceder 200 ppm, estando o conteúdo módio em 100 ppm
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(NACCARATO et alii, 1987). Alimentos aalgados, em conserva e defuma­

dos também contém nitrato e nitrosaminas, bem como outros compostos

resultantes de processos de fermentação. Uma terceira fonte de

nitritos é a redução do nitrato em nitrito que ocorre no estômago.

Indivíduos normais, em jejum, possuem pequenas quantidades de nitri­

tos no estômago em condições fisiológicas normaia; todavia, essa
concentração aumenta consideravelmente quando o pH gástrico aumenta

em níveis acima do normal, permitindo o crescimento de bactérias

1578).

Há que se considerar, contudo, que a segunda fonto
geradora de compostos nitrosos, a alimentação, também é fonte de

outros compostos que agem como "caçadores de nitritos e nitratos”,

1987), pre­

sente na fração II do corante em uma concentração mais elevada do

que a de nitratos, o que está dentro das normas JECFA/WHO.

O ácido ascórbico foi a primeira substância de ocorrência

natural considerada como bioqueadora efetiva da formação de nitrosa­

minas (MIRVISH, 1981). O mecanismo de alfa­hidroxilação é considera­

do como o passo principal nas reações de ativação para a formação de

nitrosaminas incluindo outras reações metabólicas, muitas das quais

1985). O ácido ascórbico

age reduzindo formas ativas de nitrogênio (trióxido de nitrogênio e
tetróxido dinitrogênio) em óxido nítrico, diminuindo assim a concen­

tração de espécies ativas para as reações de nitrosaminação e nitro­

samidação (MNIRVISH, 19795).

qualquer diferença na ação dos corantes sem nitratos e com nitratos;
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entretanto, torna­se necessário considerar outros aspectos envolvi­

dos no processo de metaboliamo desses compostos que possam interfe­

rir na extrapolação de resultados obtidos em experimentos com ani­

mais, para oO homem.
À saliva humana contém quantidades variáveis de nitratos

em condições fisiológicas normais e esses são parcialmente reduzidos

a nitritos por bactérias comumente presentes na cavidade oral, sendo

encontrados —nfTveis de nitritos na saliva entre 6 a 10 ppm (GOLDIN,

1986). Tais compostos chegam ao estômago por meio de transporte

ativo. Além dos nitritos provonientes da saliva e dos adicionados

intencionalmente aos alimentos, o estômago contêm essec mesmos com­

postos que são provenientes dos alimentos que naturalmente contém

nitratos. Desse modo, a quantidade de nitritos no estômago varia de

indivíduo para indivíduo e depende do tipo de alimentação consumida

(NAS, 1981).

O transporte ativo de nitratos para o estômago ocorre no
homem e em outros animais de laboratório, mas não ocorre nos ratos

rato, a fonte de nitratos provenientes da alimentação é bastante

“diferente, acrescendo­se o fato de que no suco gástrico de indivií­

duos normais em jejum existe uma concentração baixa de nitritos, que
aumenta significativamente quando o pH do suco gástrico eleva­se a

níveis acima do normal, como por exemplo a que ocorre após as re­
feições 1977). Em pH ácido, os nitritos gástri­

cos são convertidos em ácido nitroso, que é absorvido ou cataboliza­

do em óxidos nitroso (N O) e nítrico (NO), mas como o pH do estômago
2

não se torna ácido antes de uma hora após as refeições, parece que

existe um tempo suficiente para que os nitritos exerçam sua atiíivi­'
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O estômago, portanto, parece ser o sítio principal das
reações de nitrosaminação ou nitrosamidação porque requerem um pH

ácido e a ocorrência dessas reações está associada à concentração de

nitro­compostos, tanto no estomago como nos alimentos, às condições

fisiológicas do individuo, ao pH do estômago e à ausência ou pre­

sença de nucleófilos ou inibidores dessas reações, como o ácido

ecórbico e alguns compostos pol ifenólicos (MIRVISH, 1981; NACCARATO

1987).

Na espécie humana, outras variáveis podem interferir na

formação de nitrosaminas, como por exemplo a ingestão de certos

1985), anti­histamínicos e agrotoó­

1972), e a presença de algumas anomalias
gástricas, como a gastrite atrófica crônica, que proporciona o

crescimento de bactérias estomacais que alivam as reações de nitro­

saminação.
Dentre Os compostos nilrosos, as nitrosamidas são mais

instáveis que as nitrosaminas, mas em contraposição, podem exercer

ação carcinogênica direta por não requererem ativação metabólica. Às

nitrosaminas, avós ingestão oral, particularmento quando em pequenas

doses por um longo período de tempo, sofrem ativação metabólica e

podem ser convertidas em agentes carcinogênicos.,

A atividade das monoxigenases já foi demonstrada no trato
gastrintestinal de ratos (SEITZ et alii, 19/78), bem como a atividade

do sistemas de conjugação (SPARNINS et alii, 1982; FARINATI et

1985), com relação a diferentes compostos químicos. Em relação aoa

nitro­compostos, reconhece­se a família do citocromo P­450 como a
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envolvida na sua metabolização (TU & YANG, 1985). APPEL et
(1987) sugeriram que a formação de nitrito ocorre através do cito­

cromo P­450 que cataliza a redução de um elétron da nitrosamina para

formar amina secundária e óxido nítrico e, segundo esses mesmos

autores, a formação de nitritos representa um passo alternativo na

geração de intermediários alquilantes e pode representar uma reação

de destoxificação e não de ativação.

Embora não existam dúvidas sobre a possibilidade de apli­

cação do corante da beterraba como aditivo em alguns gêneros alimen­

tícios, não é possível apontar, todavia, qual das duas frações do

corante empregadas neste estudo deva ser preferida. A fração 11

seria uma fonte geradora adicional de nitro­compostos no trato

gastrintestinal; contudo, pode substituir a adição de nitrito e

nitrato de sódio em produtos cárneos, por exemplo.
No entanto, os corantes naturais, mesmo que seja compro­

vada sua segurança do ponto de vista geno e toxicológico, apresentam

algumas dificuldades técnicas associadas ao seu emprego, em parti­

cular quanto à estabilidade, solubilidade e baixa intensidade de

coloração (NC CLELLAND, 1977). Esses problemas poderão ser contorna­

dos com o aperfeiçoamento de procedimentos técnicos, que contemplem

também o aspecto econômico.
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V. RESUXO E CONCLUSÕES

| Dentre os produtos do metabolismo secundário vegetal, os

pigmentos ou corantes têm despertado especial interesso, pela sua
importância na indústria de alimentos. No caso de oferecerem menos

riscos à saúde humana, poderão vir a substituir os corantes sinté­

ticos, principalmente os que são questionados quanto à possíveis
reações alérgicas. Este estudo teve por objetivo avaliar a atividade

mutagênica das frações. ] (sem nitratos e com fibras) e 1) (com

nitratos e sem fibras) do corante da beterraba em ensaios in vivo.

Os ensaios consistiram na análise de células de nmedula

machos e fêmeas, com 6 a 7 semanas de

idade, pesando 90 a 100 g e tratados por via oral durante uma semana

com as frações | e Il nas dosesde 0,02 mg e 5,0 mg de betanina/100

g de peso corpórceo/dia. No oitavo dia, os animais foram sacrificados

e tiveram seus fêmures removidos para a coleta do nmaterial., Os

grupos controles consistiram em controles negativos se: qualquer

tratamento e em controles positivos, cujos animais foram tratados

com ciclofosfamida na dose de 5,0 mg/100 gq peso corpóreo, 24 horas
antes do sacrifício.

A análise das lâminas, foi executada em teste cego. Os
parâmetros analisados foram o Indice mitótico (IN) e as frequências

de mnicronúcieos e de anomalias cromossômicas.

Em relação aos resultados obtidos, não se observaram

diferenças significativas quanto ao Indico mitótlico e as frequências

de micronúcleos e anomalias cromossômicas, quando as amostras trata­'
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das com as duas doses das frações | e 11 do corante foram comparadas

com ac amostras dos controles negalivos. Todavia, ambas diferiram

significativamente das amostras dos controles positivos que apresen­
taram grave redução do Indice mitótico e frequências elevadas de
micronúcleos e anomalias cromossOômicas estruturais.

Esses resultados sugerem que os compostos presentes nas

frações estudadas do corante &da beterraba foram metabolizados e
degradados em derivados não mutagênicos, razão pela qual não foram
observados efeitos cicloativos ou clastogênicos in vivo.

Em vista dos resultados obtidos quanto à mutagenicidade
do corante da beterraba, parece viável oO veu uso como aditivo ali­

mentar em substituição a outros corantes sintéticos de conhecida

toxicidade, apesar de não serem consideradas as dificuldades técni­

cas e econCmicas relativas ao seu emprego.
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VI. SUKHARY

The recent growth of food industry has made food

additives a relevant cause of human cancer, particularly due to the

mutagenic actlivity of several aynthetic food colors. The knowledge

of mutagenic effectof 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 11 vith nitrate

residues. The coloring active principle of both extracts is the

betanin pigment which gives the characteristic beet root purple

color.

The experiments

Vístar six­seven vecks old, 90­100 gof veight,

orally treated with both forms for one week, vith 0.02 mg and 5.0 mg

of betanin per 100 gof body weight per day; the bone marrow
material vas collected at the 8tLh day. “For the bone marrow cell

experiments two different control groups vere established: a

negative group of untreated animals and a positive group of animais

treated vith 5.0 mg of cyclophosphamide per 100 g of body weight 24

hours before sacrifice.

MNitotic index (MN), chromosome anomaly (CA) and

micronucleus frequencies were recorded. Slides of bone marrow Vere

analysced in blind tests.

There vere no differences in HI, micronucleus, and CA

frequencies, whon the treated samples wore compared vwith the
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negative control, but both samples differed significantly from the

positive control vwhich presented a gross NI reduction and an

increased micronucleus and CA frequency.

These results suggest that the compounds of both forms

were metabolized and inactivated in non­mutagoenic derivates,

Jjustifying the absence of in vivo cycloactive and clastogenic

effects.

The present results seem to support that beet root color
is a safer alternative food additive. Economic and technical

restraints vere not considered,
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