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Resumo: O cancer é causado por diversos fatores externos ou internos e é uma das principais
doencas responsaveis pela morte de intimeras pessoas, por isso é considerado um problema de
saude publica. Devido aos impactos na populagao, muitas pesquisas cientificas tentam evidenciar
substancias que possam trazer ou nado esse maleficio. O Bordeaux ou amaranto é um corante
alimenticio que causa controvérsias no meio académico devido ao seu possivel efeito
carcinogénico. Dessa forma, o objetivo do trabalho foi analisar o efeito carcinogénico do
amaranto, por meio do teste ETT em Drosophila melanogaster. Para esse teste, foram utilizados o
controle positivo (Doxorrubicina) e o controle negativo (Agua osmose reversa) e trés
concentracoes do Bordeaux associado a DXR. Os descendentes tratados com o corante associado
a Doxorrubicina apresentaram valores menores de tumores ao serem comparados com o controle
positivo. Em conclusdo, o Bordeaux nas presentes concentragdes foi capaz de reduzir
significativamente os danos causados pela DXR, demonstrando efeito modulador da agao
carcinogénica induzida por esse composto.
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Abstract: Cancer is caused by several external or internal factors and is one of the main diseases
responsible for the death of countless people, so it is considered a public health problem. Due to
the impacts on the population, many scientific researchers try to evidence substances that may or
may not bring this harm. Bordeaux or amaranth is a food coloring that causes controversy in
academia because of its possible carcinogenic effect. Thus, this study's aim was to analyze the
amaranth carcinogenic effect through the ETT test in Drosophila melanogaster. For this test, the
positive control (Doxorubicin) and the negative control (Reverse Osmosis Water), and three
concentrations of Bordeaux associated with DXR were used. The offspring treated with the
coloring associated with Doxorubicin showed lower values of tumors when compared to the
positive control. In conclusion, Bordeaux, at these concentrations, was able to reduce the damage
caused by DXR, demonstrating a modulating effect of the carcinogenic action induced by this
compound.
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1 INTRODUCAO

Na maioria dos casos, o cancer acontece devido a causas externas, estimuladas
pelos habitos alimentares e pelo estilo de vida do paciente. No entanto, “o cancer possui
razOes externas (presentes no meio ambiente) e internas (como hormonios, condigoes
imunoldgicas e mutacgdes genéticas) que podem interagir e ocasionar o cancer” (INCA,
2019). Além disso, ele é uma das doengas que mais mata no mundo e é considerado um
problema de saude publica (PEREIRA et al., 2020).

Existem inameros tipos de cancer e essa enfermidade surge com uma alteragao
no DNA celular, que nao permite que as células recebam informagoes corretas para as
suas fungoes (INCA, 2019). A carcinogénese dispde de trés estagios: iniciacao, promogao
e a progressao. A iniciacao ocorre com a ativagao de oncogénese, enquanto a promogao
trata de uma propagagao lenta das células clonadas “iniciadas”. J& a fase da progressao
ocorre, por meio, de outra mutagao. Porém, esse processo independe de estimulos e é
irreversivel (CARNEIRO; PINTO; PAUMGARTTEN, 1997).

Os corantes alimentares sao substancias utilizadas pela industria alimenticia e
possuem a capacidade de adicionar cor aos produtos. Dessa forma, esses aditivos
garantem que os alimentos sejam aceitos com mais facilidade pelo mercado consumidor,
que prefere comidas coloridas e com atrativos visuais. Porém, a utilizagdo de aditivos
em alimentos gera discussoes na literatura, pois existem divergéncias baseadas entre a
necessidade e a seguranca daqueles que consomem esses produtos (ANASTACIO et al.,
2016).

A nocividade dos corantes, em especial os sintéticos, causa discordancias entre
os pesquisadores, pois grande parte dos estudos sao antigos, insuficientes e
contraditdrios (ANASTACIO et al., 2016). Ademais, entre os grupos de corantes
sintéticos mais utilizados, encontram-se os azoicos, que causam uma apreensao devido
aos seus efeitos na saide humana e ambiental (DOWNHAM; COLLINS, 2000).

O corante artificial vermelho Bordeaux ou amaranto é um dos azoicos mais
utilizados pela industria em diversos alimentos processados. Essas substancias sao
degradadas pela microbiota intestinal e é possivel que o efeito cancerigeno seja devido
a degradagao de corantes do grupo azo (LOCATELLI, 2008). A genotoxicidade se refere
a substancias que sao capazes de causar uma altera¢ao na informagao genética da célula,
que pode causar danos ao DNA e o desenvolvimento de cancer. Em contraponto a isso,
“0s corantes sdo considerados os aditivos alimentares mais genotoxicos” (LOCATELLI,
2008). Logo as células cancerosas sao caracterizadas devido a sua propagagao
descontrolada, o que ocasiona problemas para o organismo (MIRZOYAN et al., 2019).

Apesar das diferencas anatomicas entre moscas e humanos, a Drosophila
Melanogasther possui um papel importante para entender alguns processos que ocorrem
com o cancer. Além disso, resisténcia a apoptose, infec¢ao tumoral e evasiva do sistema
imunoldgico juntamente com a instabilidade gendmica sao caracteristicas cancerigenas
que foram descritas utilizando as Drosophilas (MIRZOYAN et al., 2019). Dessa forma, ela
pode ser manipulada em testes de deteccao de tumor epitelial e deve detectar o possivel
potencial carcinogénico do corante amaranto.
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Diante do exposto e com base na semelhanga entre os genes humanos e os do
inseto Drosophila melanogaster, é possivel a realizagao de pesquisas para analisar a
genotoxicidade de substancias, avaliando seu potencial cancerigeno ou modular, por
meio do teste para detecgao de clones de tumores epiteliais - ETT.

Assim, o objetivo do presente trabalho foi analisar o efeito carcinogénico do
corante Bordeaux, por meio do teste para deteccao de clones de tumores epiteliais em
Drosophila melanogaster.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 COMPOSTOS QUIMICOS
2.1.1 Doxorrubicina (DXR)

O Cloridrato de Doxorrubicina (DRX) conseguiu utilizar diferentes formas para
propiciar o surgimento de danos ao DNA, devido as suas caracteristicas quimioterapicas
e recombinogénicas. E aplicado em pesquisas que utilizam o Teste para detecgio de
clones de tumor epitelial (ETT) para analisar as substancias possivelmente cancerigenas
(VASCONCELOS 2016). E apresentado sob forma de ampolas de 50 mg com os seguintes
compostos em sua constitui¢ao: cloridrato de doxorrubicina, manitol e lactose. Em todos
os experimentos, foram utilizados 25mL de 4gua de osmose reversa como solvente para
diluir 0,03538g de DXR, resultando em uma concentracao de 0,4mM. A DXR foi o
controle positivo (SILVA et al., 2017).

2.1.2 Bordeaux

O corante vermelho Bordeaux S ou amaranto € bastante utilizado pela indtstria
alimenticia e possui uma cor vermelha que varia entre as tonalidades vermelho escuro,
roxo e marrom. Para esse experimento, foram utilizadas 3 concentra¢des de Bordeaux
(12,5; 25; 50mM) associadas a Doxorrubicina (0,4mM), sendo diluidas em agua de
osmose reversa, e 5 concentra¢des da propria substancia sem o DXR (6,25; 12,5; 25; 50;
100mM). O controle negativo utilizado foi 4gua de osmose reversa.

22 ETT - TESTE PARA DETECCAO DE CLONES DE TUMOR EPITELIAL EM
DROSOPHILA MELANOGASTER

2.2.1 Cruzamento e tratamentos

O cruzamento das Drosophilas enviadas pela Universidade Federal do Mato
Grosso do Sul (UFMS) foi realizado por meio da coleta dos machos mwh/mwh e das
fémeas virgens wts/TM3. Ambos foram inseridos em frascos comportando o meio de
cultura padrao de postura. Depois, as fémeas foram transportadas para os meios de
postura onde depositaram seus ovos. Dessa forma, foi possivel obter larvas
heterozigotas (wts/mwh+) que foram usadas no experimento.
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Apds 48+4 horas, as larvas foram banhadas na agua destilada e transferidas
para frascos de vidro contendo 1,5g de puré de batatas, juntamente com as concentragoes
necessarias do corante amaranto (Img/ml até 5mg/ml). O Cloridrato de Doxorrubicina
(DRX) foi utilizado na quantidade de 0,4mM para controle. As larvas foram expostas por
aproximadamente 48 horas, até a mudanca para o estdgio de pupa. As moscas que
emergiram foram coletadas e inseridas em frascos com etanol para serem avaliadas.

2.2.2 Andlise das moscas

Durante o experimento, foram analisadas as moscas que apresentavam pelos
longos e finos, devido ao gene wts, do qual sao portadoras. Os individuos foram
transferidos para uma placa escavada contendo glicerol (C3H803) e foram examinados
utilizando-se lupas estereoscopicas, pingas entomologicas e pincéis, para a visualizagao
e contagem de tumores. A presenga de tumores foi avaliada e registrada em uma
planilha padrao.

As diferengas estatisticas entre as frequéncias de tumores no grupo
experimental (nas concentragdes testadas) e nos controles (negativo e positivo) foram
calculadas utilizando-se o teste U, nao paramétrico, de Mann-Whitney, empregando o
nivel de significancia a=0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Drosophila melanogaster, é conhecida popularmente como a mosca-da-fruta ou
mosca-da-banana. Pertence a familia Drosophilidae, ordem Diptera, classe Insecta e é
utilizada intensivamente em pesquisas em laboratdrios, avaliando-se o potencial
cancerigeno de substancias, devido a sua alta fecundidade, curto tempo de vida e
facilidade de criagao (GULLAN; CRANSTON, 2017).

A Drosophila possui o genoma semelhante ao dos humanos e
aproximadamente 75% dos genes causadores de enfermidades em humanos sao
analogos ao desse inseto (UGUR; CHEN; BELLEN, 2016). Tal fato faz com que a mosca
seja importante para as pesquisas relacionadas principalmente ao cancer. Logo, é
possivel avaliar o potencial carcinogénico das substancias utilizadas, com base no ETT e
na Drosophila, realizando-se uma avaliagao referente a existéncia de tumores epiteliais
nas moscas.

Para a andlise estatistica do experimento, é necessario um elevado numero de
individuos, com o propdsito de avaliar a toxicidade do corante Bordeaux associado a
Doxorrubicina. O grafico 1 mostra o resultado obtido. Foi verificada elevada taxa de
sobrevivéncia de moscas que atingiram a fase adulta e menor taxa de mortalidade: acima
de 85% para os dois controles negativo e positivo e acima de 82% para as 3 concentragoes
associadas ao DXR (12,5; 25; 50Mm). As concentracoes de 6,25 e 100 nao foram utilizadas,
devido a questdes de relevancia para o experimento. Logo, a associagao nao se mostrou
toxica nas concentragdes em estudo.
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Grafico 1: Taxa de sobrevivéncia de expostas ao controle negativo (dgua osmose
reversa), ao controle positivo (Doxorrubicina) a 0,4 mM e cinco concentragoes do
Corante Vermelho Bordeaux (CVB)
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Fonte: dados da pesquisa, 2022.

Pelo teste ETT, foi possivel verificar a frequéncia de tumores nos diferentes
segmentos do corpo da Drosophila melanogaster em individuos tratados com diferentes
concentracbes da associacdo do Bordeaux com a Doxorrubicina, além do total de
tumores encontrados nos controles positivo (DXR 0,4 mM) e negativo (dgua de osmose
reversa). Os resultados obtidos estao mostrados na tabela 1.

Tabela 1: Frequéncia de clones de tumores observados em Drosophila melanogaster,
heterozigota para o gene supressor de tumor wts, tratada com Doxorrubicina (0,4 mM)
e diferentes concentracdes de Corante Vermelho Bordeaux (CVB)

Tratamentos Nimero de tumores analisados
v h Ne° de Total
rm
ermetho DXR individuos Olho Cabe Asa Corp Pern Halter (Frequénciade
Bordeaux .
(mM) analisados s ca s o as es tumores)
(mg/ml)
Cont. Neg. 200 0 2 0 15 5 0 22 (0,11)
Cont. Pos. 0,4 200 2 0 4 105 22 0 133 (0,67)*
CVB 12,5 200 0 0 0 12 2 0 14 (0,07)
CVB 25 200 0 0 0 10 3 0 13 (0,06)
CVB 50 200 0 0 0 31 0 0 31 (0,16)
CVB 12,5 0,4 200 0 0 0 8 0 0 8 (0,04)**
CVB 25 0,4 200 0 0 0 4 0 0 4 (0,02)**
CVB 50 0,4 200 2 1 0 57 8 0 68 (0,34)**

Diagnostico estatistico de acordo com o teste de Mann-Whitney. Nivel de significancia p < 0,05.
* Valor considerado diferente do controle negativo (p < 0,05).

** Valor considerado diferente do controle positivo (p < 0,05).

DXR, doxorrubicina.

Ao se analisarem os resultados do controle negativo, é possivel identificar uma
frequéncia de tumores de 0,11 nas moscas. Esse valor baixo demonstra um efeito
modulador do corante amaranto. Um resultado semelhante foi identificado no teste do
micronucleo em células de intestino de camundongos, que nao demonstrou diferenca
significativa quando comparado com o controle negativo. Os autores da pesquisa
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sugeriram mecanismo de reparo de DNA para reduzir os danos causados pelo corante
(POUL, 2009).

Nos descendentes que foram tratados com a Doxorrubicina isolada na
concentragao de 0,4mM (controle positivo), foi obtida uma frequéncia de 0,67% de
tumores. Além disso, o controle positivo do experimento respondeu de maneira
significativa, o que enfatiza que a linhagem respondeu de forma correta e que os dados
relacionados ao corante foram coletados corretamente e sao validos.

Outra pesquisa realizada por Shimada et al. (2010), consistia em alimentar
camundongos com Bordeaux dissolvido a 10mg/kg de peso corporal do animal. Esse
estudo concluiu que esse corante possui efeitos toxicos para as células do colon dos
camundongos. Zhang e Ma (2013) sao pesquisadores que demonstraram que o amaranto
se uniu a moléculas de albumina humana e, assim, conseguiu alterar a sua interagdo com
diferentes moléculas.

Em individuos tratados com o Bordeaux associado com Doxorrubicina, foram
observadas frequéncias totais de 0,04, 0,02 e 0,34, nas concentragoes de 12,5, 25 e 50 mM,
respectivamente. Foi observada redugao estatisticamente significativa da frequéncia de
tumores induzida por DXR. Tais resultados contrariam os resultados encontrados por
Sarikaya, Selvi e Erkog (2012) que, ao utilizarem o teste de Mutagao e Recombinacao
Somaticas (SMART) para avaliacao do efeito genotoxico do amaranto, descobriram que,
em concentragdes maiores ou iguais a 1,25 pug/mL, o corante induz mutagdes genéticas e
efeitos genotdxicos.

Os trabalhos citados anteriormente corroboram os resultados aqui obtidos.
Dessa forma, € possivel que o corante seja genotoxico e citotdxico, mas, por ser muito
citotdxico, ele consegue matar as células tumorais a tal ponto de ndo serem detectadas,
uma vez que se tornou dificil a andlise dos danos induzidos pelo mutageno Doxorrubicina
em células somaticas de D. melanogaster.

5 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos e nas condigdes experimentais delineadas
nesse estudo, pode-se concluir que o Bordeaux nas presentes concentragoes foi capaz de
promover a reducao, de forma significativa, da frequéncia de tumores quando
comparado ao controle positivo (frequéncia maxima possivel de tumores). Portanto,
mais estudos sdo necessarios variando-se as doses, tempos de exposicao e testes do
sistema para avaliar com precisdao o que desencadeou esse efeito na composicao do
amaranto.
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