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RESUMO

Neste estudo o1 realizeda & avaliagso do efeito, na
rEEPiragéo mitocondrial, dos  seguintes corantes organicos
sinteticos artificiais, de uso permitido em alimentos no Brasil:

Eritrosina, Ponceau 4R, Vermelho 40, Amarelo Crepusculo, dmarelo

de Tartrazina, Azul de Indigotina, Azul Brilhante e Amaranto,
assim como dos corantes: Laranjia GGN, Escarlate BN e Vermelho
Bélido E.

Utilizando—se mitordndriss isoladas de %igado e de rim de
ratos Wistar, verificou—-se gue estes corantes 1nibiam a
respiracan mitocondrisl comprovada pelo decrescimo da velocidade
de consumo de oxigénio no estado 111, desacoplado.

fpos = veriticagio deste efeito "in Qitrc”, foi seleciqnaﬁu
o corante Eritrosina, para & avaliag3o "in vivo" de seu efeito ns
fungio respiratdria mitocondrial. FPars tantﬁ, foram utilizados
ratos Wistar, machos e fémeas, submetidos durante noventa dias, &
diferentes ingestdas hidricas contendo Eritrosina nas
concentragbes de, aproximadamente, O, 100, S5O0 g 1000 mg de
corante por kg de peso corpirep medio dos ratos de cada gyrupos
NXo foram verificadas diferengas significativas, a nivel de 5k,
noe ganho de peso dos animais, nem efeitos na sua fungio
respiratoria mitocondrial hepatica.

Ao termino do estudeo de 90 dias, foi procedida uma avaliagdo
anatnho—hiatolmgica dos sistemas digestivo, respiratrio,
urinario e linfdide, sendo oOs tecidus- fivagpos & preparados

histologicamente segundo tecnicas de rotina. O exame anatumico

vi



go0s orgics nic demonstrou alteragio significativa, com ERCEgHn da
dilatagédo do cero  dos  animais gue ingerivram Eritrosina,
independente da dose. 6 observagdo dos Org¥os ag Microscopio
Optico n&o revelou ocorréncia de anomal ias,

Com excaeqHo do  bago, nio fgi verificada diferenga
estatisticamente significatiya, & nivelwde 9%, no peso relativo

dos argios estudados: tigado, rins e bexiga.

vii



SUMMARY

Eleven organic synthetic dyes currently or formerly
permitted as food colors in Brasil were tested to determine their
effect on mitochondrial respiratory function vUsing mitochondria
isolateﬂ from rat liver and kidneay.

It was verified that these dyes inhibit the mitqchnndriél
respiration by afecting the oxygen u#taka rate on state 111, in
the presence of both Nrketmglutarate and succinate,

Erythrosine was selected +o inveﬁtiéat& this eFFécf_."in
viva'. For this purpose, the compound was adminiatrated; on the
watery, to Wistar rats, male and temale, during ﬁinety davs at
dose levels of, approximately, 90, 100, 300 and 1000 my/kg b.w.

No significative d?{ferance was cbserved on body weight gain
and no éf%ect was faund on the hepatic mitmchondrial respiratory
function of the animals.

AL %he end of the sub-chronic study macroascopic examination
ot thé tollowing animals systems was perfmr%ed: digestive,
respirataory, u;inary and linfoid. The only abrnormality cbserved
was enlargemént of  the caecum of those animals submitted to
ingestion of Eryfhrmaine.

The organs were also submitted to histological examination
according to réutine procedures, and their observation af the
Optic Microscope revealieﬁ no tissular abnormalities.

With exception of the spleen of the male rats , no
significative difference, at 5% level, was found on the relative

organs welight studied (liver, kidneys and bladder).
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I- INTRODUCHOD

A utilizegho de corantes em alimentos e’ um hébite antigo e
através da historia tem exercido um papel importante tanto pela
sua influéncia nas propriedades gustativas do alimento, guanto na
sua aceitabilidade & identificagdo pelo consumidor.

Sob o ponto de vista tecnolégico, justifica-se a adiqgio de
corantes aos alimentos cuja coloraglo natural foi  afetada ou
destruida por tratamento térmico ou por conservantes adicionados
dwrante seu processamentc. Estes compostos exercem também um
importante papel para que s atinja uma unifmkmidade na pradﬁgac
de alimentos em larga escala de origem diversa guanto & régi&o
geogrifica, condigles climdticas, solos e estacles do ano.

For todas estas raxiies, tem-se observado ao longo deste
seculo, um aumento no numero de corantes sintéticos disponiveis X
in&&stri% alimenticia. |

Embora estes novos compostos venham sendo utilizados em
grande variedade de produtos ha varios anas,. &amparativamenta
poucos trabalhos sobre sua toxicidade e metabolismo foram
publicados até os anos sessenta, Entretanto, & crescente
preoccupagdo  com o8 possiveis danos & sadde humana associados A
utilizaglio destes compostos tem, recentemente, dirigido a atengsn
dos  pesquisadores a um melhor e mais detalﬁadm estudo de sua
atividade binlégica.

Historicamente, o objeto inicial de pesquisas  foram os
efeitos tonicos agudos e os sstudos de toxicidade & curté Prazo.
Seguiram-se a estes, maiores interesses em toxicidade cronica e
emn congequéncia, estudos sohre carcinogenicidade,

teratogenicidade potencial & efeitos na reprodug o,



Todos estes testes s3o realizadaﬁ através da administracio
dos corantes A& animais de varias espécies & os dados sobre &
toxicidade do composto s3o obtidos de estudos histopatoldgicos
dos orgdos do animal & da avaliagio de parametros bioguimicos.

Uima ver que estas substincias sHo metabplizsdas
prifncipalmente no tigado pelo sistema microssomal hepatica,
estudos de possivel toricidade & este orglo e suas arganelas
s30 de grande importancia.

G.presente trabalho teve por objetivo o estudo de possiveis
efeitos ténicos de corantes orginicos sintéticos artificiais 4
mitocondrias hepdticas, organelas gue exercem papel importante
na cglula por mediarem funglies metabdlicas eszenciais & vida
celular. Fara avaliar o efeito toxico dos corantes as
mitoctndrias hepaticas,fol  utilizado como parémetro a Fungio
respiratdria mifacondrial.

Inicialmente foram realizados  estudos  "in vitro®
utilizando-=e preparagies mitocondriais isaladas.de'figada e de

rim de ratos Wistar. Numa segunda etapa, dentre os comppstos gue

apresentaram efeito inibitdric na fung3o respiratdria, foi
selecionado o corante Eritrosina e realizada & avaliag3o “in
vivog"  (estudo de toxicidade sub-crénica) da funglo respirstdria

mitocondrialy utilizando-se ratos Wistar.
Paral&laments, foi efetuado estudo anatomochistologico dos
seguintes orglios: est@mago, figado, bago, intestino, rins e

bexigay & fim de verificar possiveis efeitos adversos & estes

orgdos devido & ingestio do corante Eritrosina,



Il- REVISAO BRIBLIOBRAFICA
1- Histdrico

Adicd orar corantes aos alimentos para torna~los mais
atratives ndo & invengio moderna. Civiliza;ﬁes antigas extraiam
substéncias de ocorreéncia natural em plantas, minerais & animais
para utilizé~las na coloragio de seus alimentos.

Entretanto, iniciou-se no secuwlo XVIII, e ganhou impulso no
seculo  XIX com a descoberta dos corantes sintéticos, ma
exploragdio do valor dos corantes D&Era é venda de alimentos de ma
gqualidade ou até mesmo deteriorados. Vérios alimentos =¥ T
vinhos, picles, gueijos é doces sofreram estes abusos, devendo
BUa  coulorag3o a sais de cabre, chumbe e outros metais Resados
altamente téxicﬁs {IFT, 19805,

Em 1856,. rn& Inglaterra, foi sintetizado o primeiro corante
de uma Classe que passou a ser conhecida comp derivados da hulha.
Estes corantes apresentavam maior uniformidade, estabilidade
e .;nder de coloragdo em relaclo &s substéncias wtilizadas
anteriormente, estimulando assim novas descobertaz (IFT, 1980).

Devido A proliferazio de compostos corantes sintéticos & de
sl uso estendido aos alimentoz, tornou—se necessario £ :umtrmle
de suas aplicagdes =2 desenvolveu—ze maior Prestupagdo coum
s8us possivels eteitos & sadde humana.

Dentro deste contexto, Ffoi promulgada na Inglaterrra, em
1860, uma lei péra controelar a gualidade dos alimentos, sendo
este procediments seguido pot varios paises europeus durante os
ANos que se seguiram (IFT, 1984&).

Nos Estados Unidos, em 1884, foi permitida a adigio de

corante na manteiga, e & seguir, foi adotado também seu usc  em

L4



queijos. No comego do seéculo, uma ver gue os corantes podiam
tambem ser utilizados em geléias, ®aropes, sorvetes, doges e
massas, O Departamento de Agricultura destinou fundos para gque s
investigasse o0 uso spropriado @ seguro dos corantes existentes.
Us testes realizados consistiram de provas laboratoriais de
resposta fisioldgica & curto praco em coelhos e cldes. Dentre .05
compostos ent3oc aprovados, apenas &mis, BEritrosina e Indigotina,
580 ainda permitidos para uso em - alimentos nos Estados
Unidos (IFT, 198&1).

Aate 1980, os curanf&g utilizados em alimentos em todo o
mundo estavam limitados a trinta e seie substéncias sinteticas
orga#nicas (n¥o encontradas na naturesza) & vinte & cinco @rupos de
substé&ncias naturais (neste grupo est3o  incluidas aquel an
substanciass sinteéticas idénticas &s encontradas na natureza),
Estes wvinte e cinco grupos poadem ser expandidos a cinguenta
substéncias g2 listarmos individualmente - carotendides -a
xantofilas (Coulson, 1982). ‘

Devido an.ékande numero de substéncias, a lista dos corantes
permitidoz em cada pais varia Eubsfancialmente. Muma tentativa de
criar uma harmonizaglo destas listas a nivel mundial, Sforam
criadas organizagles internacionsis encarregadas de estabelecer
especificagies e critérios para a avaliagdo toxicoldégica dos
aditivoes utilizados em alimentos.

Pentre estas organizagles, podemos destacar o Comité
Conjunto da Organiragio de Agricultura e Alimentos {(FAO)Y e
Organizagio Mundial da Saude (OMS) de FPeritos em aditivos
hara Alimentos — JECFA -~ . Este Caomite tem elaborado desde sua

criagdo, em 1954, uma série de monografias e boletins tecoicos



tontendo a avaliagdon todicoldgica de aditivos e contaminantes de
alimentos, assim como principios para ests avealiagso.,

As  recomendagBes do JECFA ect3o vinculadas & definigio  da
injestan diaria aceitavel (IDA). A IDA & definida pelo Comité
Como a_quantidada de um aditivo alimentar, expressa com base no
pest corpdreo, que pode ser ingerida didriamente gdurante tud% &
vida sem oferecer risco apreciavel 5 saunde (FAQsWHO, 1987). Esta
IDA & atribuida somente dgquelas substancias para as guais  osn
dados toxicoplogicos disponiveis inclusm oz resultiados dé estudos
de toxicidade & curto & longo prazo s/ou intformaghes bioguimicas
satisfaltorias e percurseo metaboliceo do composto.

0O Comite pode aindx atribuir para ps aditivos alimentares
tma  IDA _temparéria ou uma IDA nde especificada, definidas da
seguinte maneira:

- IDA temporaria: e atribuida aquelas subatﬁncias para as quais
dentro de Lm determinads periodo de tempo devem SEr
providenciadas informegies adigionais. Indica“ gue o= dados
toicologicos éiﬁpohiveis sH0 adeguados para assegurar o 920 uso
seguro do  aditivo dwante o tempo an gqual se aplica_ a IDA
tenpordria, mas  insuficientes gara concluir que © uso da
subst&ncia & seguwo durante toda & vida. Se os dados regueridos
nao tforem apresentados no tempo estabelecido, a IDA temporaria
sera retirada. Guando se estabelece a IDA temporaria wvtiliza-se
um fator de seguranga maior Que o usual,

-~ IDA nko especiticada: & atribuida adguelas substincias de baiva
toxicidade para as gquais n3o se.eatabelece wm limite de ingestio.

S%o substancias constituintes dos alimentos ouw gue podem ser



consideradas como metabdlito normal do homem. Apessr g  ndo
existir limite para a utilizagdo destas substéncias, ®las deven
ser Utilizadas dentro das normas da boa prética tecnolégica,isto
@, mer tecrnologicamente eficiente e utilizada na menor quantidadé
necassaria para atingir seu efeito.

0 JECFA nao atribui IDA As substéncias para as gusis os
dados toxicoldgicos disponiveis, assim como, as informacbhes sobre
sed usn tecnolagico _fnram insuficientes on  ainda, guandc as
gEpecificagdes sobre st purera e identidade nan | forem
estabelecidas (FAO/WHO, 1987:. |

Com o objetivo de harmonizar o intercémbic comercial de
alimentos, +foi criado em 19462, a {omisslc do Codex Slimentarius,
que & um argeanismo subsididrio da FAD & da OMB. Até o final de
1987, cento e trinta paises membros da Organizagio das Nagbes
Umidas COLEY eatayam representados na Comissico do Codex
Alimentarius. Cabe ao governo destes paises escolher seus
represerntantes que tomario parte nos diversos comités da Comissio
do Codex Alimentarius. Dentre estes, destacamos o Comite de
aditivas Alimentares (CCFAY, culja fungso & estabelecer guais
aditivos podem ser utilizades e em que quantidade, tendn em
consideragio as necessidades tecroldgicas & o uso seguroc destas
substineias. Dentro deste trabalho de avaliaglo & COFA leva em
consideragio as in¥urma;aes fornecidas pelo JECFA. Todavia, pars
implementar as recomendazées feitas pelo Codes Alimentarius  as
mEsmas devem ser reterendadas pelos respectivos governos de  cada
tm  dos  palses membros.

Existem ainda, £2rn ambito internacional, o Centro

Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC) da Orgsnizag3o



Mundial da Sadde, gue avalia o risco de carcinogenicidade de
substéncias quimicas para o homem, e o Comite QCientifico par &
Alimentos (SCF) da Comunidade Econdimica Européia (CEE). As
del iberagles do SCF/CEE incluem um posicicnamento sobre a
inacuidaée dos aditivos alimentares, sendo influenciadas pela
legislag¥o de cada pals. S¥%o  tambem efetuadas revicsles
considerando-se novas evidéncias com raspéitc a  smeguranga  dos
compostos € seus usos.  Seu abjetivd ¢ facilitar as operagdes
comerciais entre os palises membros da ﬁumunidade Ecmnﬁmica
Européia.

Mos Estadoes Unidos, & responsabilidade de av%liar dadoﬁ. =)
'infp?magﬁes digponiveis de aditivos & serem utilizados &in
alimentos e a decisiic gquanto ao SEU USO, est3o a cargo da
ﬁdministré;ﬁn para Alimentos & Drogas (FDAY. Estudos crénicos
realizados com a administragio de corantes a animéis,
prinéipalménte ratos, foram conduzidos nos labargtﬁriua da FDA
nos Anos cinqugnta, aseim como estudos adicionalis foram
realizados em outros laboratdrios nds anos  segsenta. Apaesar
destes estudos terem sido revisados 2 aprovados pelo propric FDA
em 1968-1249, algﬁng anos mais tarde, de acordo com protocolos
mais elaborados gevidn ao avango dos conhecimentos toxiceldégicos,
estes estudos foram considerados insatisfatdrios e novos  dados
foram reqguisitados.

Em 1982, 0o FDA estasbeieu o éeguinte protocolo para testes
toxicologicos de novas substincias corantest
1- Estudo de administrag¥o subecrénica do composto durante 90 dias

em uma especie nio-roedors, usualmente cachorros.



2~ Estudo de toxicidade aguda em ratos.

S~ Estudo de toxicidade cronica durante 2430 meses em pelo nenos
duas espécies animais, por exemplo, ratos e camundongos.

4— Um estudo teratoldgico. |

w— Um estudo sobre efeitos na reprodugio wutilizando camundongos.
&=~ Um teéte de mutagenicidade.

Nos Estados Unidos, os corantes s3o utilizados em sxlimentos
em quantidades suficientes para produzir seu efeito, ou saeja,
dentro das boas préticas tecnoldgicas. O uso excessivo destas
substéincias & raramente um problems, uma vez qQue isto resultaria
hem um aumento dos custos de produg3o do alimento & num  produto
com aspecto n3o natural (IFT, 1986&).

MNa  Inglaterra, & primeira Jlegislagio relativa & aditivos
alimentares promulgada em 1850, +foi revista e modernizada em
1955, Detalhes relativos & ﬁnrantes zlimentares foram anexlasos
em 1973 (Berdick, 1982). |

Ne Jdap¥o, wma lel de 1947 regula o uso dé corantes em
alimentos. A Alemanha baseia seu controle do enprrego  de corantes
no ftrabalbho reslizado em 1939 pela Comissiico Alemd de Corantes,
havendo ainda a legislagifio de alimentos de 1974 (Herdick, i9a2>.

No Brasil, foi promulgado pela primeira vez em 1961 um
decreto referente & normas reguladoras do emprego de aditivos em
alimaentos. Este decreio de no., 50040 foil a seguir alterado em
margaxde 1962, Atualmente, & decisio sobre o uso de corantes em
alimentos cabe a Divisi3io Macional de Vigilé&ncia Sanitaria de
Alimentos {(DINAL) da Secretaria Nacional de Vigilancia Sanitéaria,
érg3os subordinados ao Ministério da Badde (Brasil, 1961).

A legislagxo atual =obre o emprego de aditivos emn  alimentos



consta do decreto no. 55871 de 1965, o qual, recentemante,‘ ©m
2B/GL/B7, +foi modificado através de uma portaria pela qual
passaram & ser permitidos unicamente os saguintes compostos:
Vermelhbho de Eritrosina, Yermelho 40, Ponceau 4R, Anarelo
Crepusculico, Amarelo de Tartrazina, fAzul de Indigotina, Azul
Brilhante =] Amaranto. Cansidaraﬁdn_ que as | in%ormaqées
toxicologicas sXo inswficientes para uma avaelisag®o do grau de
risco toxicoldgicon especialmente quanto -ao metabolismo, efeitos
sobre a reprodugdio, enbrictovicidade, carcinogenicidade,
mutagenicidade = teratogenicidade, os seguintes compostos faram
exciuidos: Amarelo Acide ou Smarelo Sdlido, Azul de Indamtreno ou
Azutl de Alizarink, Larania 66N, Vermelho Sélido F e Escarlsate G,

(Brasil, 19&5; 1988),



2= Perfil Toxiecologico dos  Corantes Orgéinicos Sintéticas

Artificiais de usao Fermitido em Alimentos no Bragii

2.1~ Corantes Azp

Esta classe de corantes Lompreende varios compostos
constituidos basicamente de um anel naftaleno ligado a um segundg
anel henzénico por uma ligag®o azo (N=N)., Estes angéls podem
conter um, dois ou tres grupos sulfdnicos (Drake,1975). Na figura
i, est¥o apresentadas as estruturas quimicas dos corantes azg de
uso permitido em alimentos no Brasil. |

Apesar destes compostos formarem o mais importante grupo. de
corantes sintéticos utilizados em alimentos, .cmeméticma @
medicamentos, poucos estudos relevantes sobre sua toxiﬁidade
foram realizados até o inicio dos anes sessenta. Desde entio,
estudos toxicoldgicos compy ovaram aue BEL metabolismo,
constituido principalmente pela clivapem da ligag®o aza (N = NI,
pode  ser &ediadn pela flora bacteriana presante no intesting o
se realizar no f{gadm auando a enzima azoredutase for induzida.

Estes dois percursos metabdlicos fornecem produtos de
redugiio do composto Driginal gque padem estar ligados as respostas
toxicas a estes cvorantes. Entretante, para um mnaior avango na
compreensio dos efeitos toxicoldgicos destes compostos  s8o
necessarios estudos individuais de metabolisme de cada corante,
paia,:aﬁﬁim como relatado por Walker em 1970, ainda alio existe um
modelo tedrice confidvel para estabelecer ums correlaglio entre as
propriedades biocldgicas dos corantes @20 & sua estrutura gquimica

(Walker,197Q).
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2.1.1~ Vermelho 40

Este corante moncszoich  foi ﬁagenvmlyidu para uso  em
alimentos em 1967 e, em 1974, o FDA concedeu suwa aprovagdo para o
uso deste corante em alimentos e medicamentos. Neste mesmo anc, o
Canadé& ?ejeitmu /& aprovagdo para o uso deste corante em
élimentas, considerandoe que os daqms toricoldgicos apresentados
pelo fabricante do composto eram insuficientes para estabelecer
seu use seguwro (IFT, 19863 Berdick, 1982).

Atualmente, com base em sstudos adicionais apresentados apos
1974, o Vermelho 40 foi aprovado para uso em alimentos no Canada,
Entretanto, este corante nio & permitido para uso em alimentos
na Inglaterra, Suiga, Holanda, Suécia, assim comno nos  paises
' partencenteé a Comunidade boconfmica Européia (IFT, 1984},

Estudos dé toxicidade cronica realizados em ratos np3o
mostraram efeitos adversos, excepto porRmnderada réduqan no ganhe
de peso dos animais do grupo de maior dosagem. Este estudo,
entretantio, +fol  considerado inadequado pois, devide a baixa
taxa de sobrevivéncia, poucps animais foram examinados ao final
do periodo teste (Vettorazzi, 1981).

Em sua primeira avalisgldo deste corante,em 1974, o JECFA nao
estabeleceu uma IDA devide a auséncia de estudos sobre  seu
metabol i 2mno. FPosteriormente, em 1980, este corante foi reavaliado
e estudos metabdlicos mostraram que o Vermelho 40 ¢ +fracamente
absorvido pelo organismo e queE sua  via importante mais de
excregldo & pelas feres., Varios estudps sohre sua mutagenicidade e
estudos de toxicidade & longo prazo sugeriram que este corante

nao possul potencial carcinogenico. Com base nestes dados, o
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JECFA estabelecen uma IDA temporaria, até 1981, de 0 ~ 7 mg/kg
p.c.. Apds avaliaglo de novos dados submetidos ao Comite &
respeito da andlise estatistica dos estudos & longo prazo  em
camundongos, o carater temporario fol retirado ( FADB/WHO, 19813

Berdick, 1982).

Z.1.2- Bmarelo Crepusculo

Este corante monoazoico foi sintetizado pela primeira vez em
1878. Em 19?2, era fabricado nos Estados Unidos, Europa Scidental
e Jap3Eo 8 sus Qtilizagﬁm, numa grande variedade de aslimentos,
cosméticos. e medicamentos, era aprovada em guase todos os palses
nos cinco continentes {(Vettorazzi, 1981)

Na avaliaglo deste corante feita pelo JECFA em 19&4, foi
pstabelecida wuma IDA de ¢ — 5 mg/kg p.c. Apos esta avaliagio,
varios estudos de toxicidade a longo prazo foram conduzidos em
ratms, camundongos, hamsters e cachorros. Estudos bioguimicos
realizadns em ratos indicaram gue este corante sofre redugdo na
ligag3o azo pela &g¥e de bacteérias presentes no intestino @
alguns compostos rasultantes s3lo sbsorvidos e depois exncretados

na urina (Vettorazzi, 1981).



Na reunilo de 1982, o JECFA& reavaliou os estudos iniciais,
Juntamente com novos disponivelis sobre o Amarelo Crepuscul o tendo
estabelecido uma IDA de O - 243 mg/ky p.o. . Nessa ocasido foi
'publicada uma monografia contendo dados Dioquimicons e de
toxicidade & curto & longo prazo além de estudos de
teratogenicidade e mutagenicidade (FAD/WHD, 1982).

0 Amarelo Crepusculo tem sido utilizado nos Estados Unidos
desde 1929,em alimentos e medicamentos, sendo que, ate 1986,
figurava na lista dos compostos permitidos em carater tempnférim.
‘Em 1985, por solicitagio do Fba, 0 “Mational Toxicology Frogram®
avalion os dados toxicoldgicos existentes 5wae 0 Amareslo
Erepﬁscula tendo  concluido que este compoasto n3o ﬁmssui
propriedades carcinogénicas (IFT, 198B6). Este corante & também
utilizado no Canada, nos paises da Comunidade Economica Europeia,

na Inglaterra e no Japlo (Berdick, 1982).

Fl

2.1.3~ Amarelo de Tartrazina

A Tartrazina perternce a classe dos corantes azopiralizoicos
e & utilizada em alimentos, medicamentos e cosmsticos., Em 1944,
Nnos labnratérima do FDA, foram reslizados estudos administrardo
este corante na dieta de ratos e cachorros, durante doie anos,
Atraves destes estudos, o composto foi considerado de uso BEQUrD
para alimentos tendo sido estabelecida uma IDA de 0 — 5 mg kg

p-c. (Berdick, 1982).
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Mais recentements, entretanto, o corante Tartrazina tem sido
associsdo & reagbes alérgicas em seres humanos causando desde
urticarias até asma. Tem sido tambem demonstradas ccorrel agles
S entre sensibilidade & Tartrazina e intoleréncia a aspirina (acido
acetilsalicilico) (Lockey, 1977: Nain, 1983).

Devido a esta relag¥o com reagles alergicas em individuos
sensiveis, os Org¥os de regul amentagdo tem restringido o ueso
deste corante e obrigado sua declaracio nominal nog roétulos dos
alimentos, como acontece nos Estados Unidos desdé 1979  (IFT,
198&) ., |

0 Amarelo de Tartrazina tem seu uso aprovado em alimentos
em aproximadamente sessenta paises como: Estados Unidos, Canadd,
Jap3o, Inglaterra, e nos paises da Comunidade Economica Ewropeia
{Berdick, 1982).

Ma reuni¥o de 1964, o JECFA estabelecsu uma IDA de O - 7.5
mg/Kg p.c. para a Tartrazina , adotando também 'especificagﬁes

para o composto. Até o presente, esta IDA se mantem valida.

Z2el.d— Ponceau 4 R

Este corante fol avaliado pelo JECFA em 1964, 196%, 1974,
19?8,_ 1981 & 1983. Na primeira avaliaglo efetuada em 1944, +oi
estabelecida uma IDA temporéria de O - 0,?5 g/ kg p.c.  gue,
posteriormente, em 1974, foi reduzida para 0 - 0,120 my/kyg p.c.,
tendo sido sugerida & realizagi®o de estudos metabélicos e de

efeitos na reprodusio (Vettorazzi, 19813 Berdick, 1982).
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Em 1982, estudos realizados em ratos por Fhillips e tol.,
mostraram qué, A exemplo do gue ocorre com os Carantes Amaranto
€ Azoprubina, grande parte da dose administrada por via oral &
rapidamente excretada na urina gy preferenciaimente, nas teres.ls
autores sugeriram Que o percurso metabdlico do Ponceau 4 R no
rate € similar a ocutros Corantes sxo de estrutura semelhante,
sendo o composto reduzido ne trato gastrointestinal.

Estudos realizados sobre efeitos na'reprcduqaa (3 geragtes)
ndo  demonztraram efeitos que pudessemn ser associados ﬁbm El
‘injestau do composto, O mesmo ocaorrendo com respeite &4 efeitos
teratogenicos e mutagénicos. Com base nestes estudés, submetidos
a0 JECFA pPor oCasi3do da dltims avaliagio do Ponceau 4 B em_l?BS,
o Comité estabeleceu uma IDA de O - 4 mg/ka p.c. (FAO/WHO, 1983,

Este corante tem seu LueEo permitido em alimentos no  Reino
Unido e nos paizes da Comunidade Economica Europeia {(Berdick,

19827 .
2,1.5~ Amaranto

Durante o©os anos setenta, o corante Amaranto foi alve de
muita controversia acerca de sua tonicidade potencial. Efeitos
embrintoxicos = fia reprodus 3o & estudos sobre SUE
carcinogenicidade realizados par pesquisadores russos,  em 1970,
colocaram em duvida & seguranga do usc deste composto  em
alimentos 28 medicamentos. Qutras estudos realizados pbr
pesquisadores do FDB em varias especies de animais: ratog,
camundongos, coelhos g gatos, n3o demonstraram efeitos adversos

ra reprodugo ou no  desenvolvimento fetal (Ruddick e col.,
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1979) .

Em 1975, o FDA desigrouw um comite para estudar todoes os
aspectos da controvérsia acerca do use deste corante., Este comita
concluiu  gue os dados disponiveis no eétavam de acordo com os
protocrolios e especificagles das normas em vigor para os estudos
toxicolédgicos. Em 1976, devido & inexistencia de suficiente
evidencia cientifica que demonstrasse que o Amaranto ¢ seguro, o
'an cancelou a permissio proviséria de W50 do  composto e, em
1984, foi negada a petigio para listagem permanente do Amaranto
para uso em alimentos (IFT, 1986)4

Devido ao resultado controversa entre estes estudos, o JECEA
transformou  a IDA permanente do Amaranto, estabelecida em sua
primeira avaliagdo em 1964, para tempordria no valor de O ~ Q0,75
mg/iky p.t. .(FAG/WHD, 1973},  Em 1978, numa nova avaliagdo deste
composto, {foi brmr#mgado ] p?azm RPara a apresentacio dos estudos
de toxicidade & longo prazo para 1982, quanda,. entdo, foram
avaliados novos estudos sobre seu metabolismo e mutagenicidade,
nEo revelando nenhuma toxicidade potencial. A IDA temporaria foi
provrogada para 1984 (FAQ/WHD, 1982).

Em 1984, +oram avaliados estudos sobre a carcincgenicidade
do Amaranto, utilizando-se ratos Wistar, nos quais a exposiglo ao
composto  tinha sido realizada, inclusive durante oS periodos de
gestagdo & lactagdo. 0Os resultados obtidos nd¥o indicaram nenhum
efeito carcinogénico devido ao Amaranto. R dose sem efeito
toxica, com respeito a calcificagso renal foi de %0 mg/ kg
p.C./dia, sendo ent2o atribuldas uma IDA de o — 0,5 mg/kg p.c.
(FAD/WHO, 1984). Este corante @ utilizadm no Canzxd&, Suécia,

Dinamarca, Alemanha, Jap3o e nos paises da Comunidade Feonomica
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Europeia (IFT, 198&),

2.2- Corantes Indigdides

2.2.1~ Azul de Indigotina

NaO; 5 I | . 503 No

Em sua primeira avaliagio pelo JECFA em 1964, este cvomposto
foi classificado na categoria de corantes alimentares  para us
quais os dados toxicoldégicos disponiveis n¥o  eram suficientes
para que se estabelescesse uma IDA para o homem (Berdick, 1982).
Fosteriormente, numa nova avaliagHo em 1964, foi estabelecida uma
I1DA tempmréria' da O - 2,85 mg/kg p.c. tendo sido requisitados
estqus de toxicidade & longo prazo em mamifercs n3o roedpres
(Vettorarzezi, 1981).

Em 1974, foram submetidos av Comité® estudos bioguimicos do
composta, estudos de toxicidade A&  longo prazo em ratos @
tamundongos, estudos sobre mutagenicidade e teratagenicidade,
sendo  ent3o  stribuida uma IDA de © ~ 5 mg/ky p.c. (FAD/WHD,
197%) .

O Comite Cientifica para Alimentos da Comunidade Economicsa
Europeia endossou a IDA estabelecida pelo JECFA em 1974 e
considerou este composto SEQUIFD Dara  usg  en alimentos
(Vettorazzi, 1981).

Este corante & também utilizado no Eanadd, na Inglaterrz, no

Japso e nos Estados Unidos (Berdick, 1982).

i8
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2.3~ Carantes Xantenos

2:3.1~ Vermelho de Eritrosina

0 Vermelho de Eritrosina (FD&C Red no. . 3) & o -ﬁnico
representante da classe dos corantes xantenos de uso parmitidb em
alimentos no Brasil. Consiste basicamente do sal diésodico fou de
potéssio) de 2,4,5,7 tetraiodofluoresceina., FEoti presénée em
todas as listas de corantes alimenticios permitidos: Comunidade
Economica Ewropeia, Estados Unidos e Reino Unido.

Em suas primeiras avaliagBes pelos Comites Internacimnais,
nos | anos éessenta, este corante foi classificadmnentre agueles
cuios dados tmxﬁ;mlégicms disponiveis n3o eram swficientes para
‘que se estabelecesse uma IDA para o homeam.

Estudos realizados por Daniel, 1962, em ratos mostraram gue
este corante £ pouco absorvido peloe trato gastrointestinal e =&
amplamente excretado rnas feres (55-727%), sendo gue, nenhum trago
do  composto foi  detectado na urina £ pequena guantidade foi
excretada na bile.

Posteriormente, estudos de toxicidade aguda e & curto e
longe prazo realizados em varias espécies de mamiferos, roedores
€ n3o roedores, permitiram que se estabelecesse uma IDA de O -

243 mg/kg p-c. (Vettorazzi, 1981),
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Em estudos de toxicidade A 1oﬁga Pprazo realizados em  ratps
por Hansen e col, em 1973, o dnico distdarbip patologico
macroscopiceo relacionado a ingesté#o do corante foil a dilataglo do
cecum, qQue, no entanto, &0 sger ekaminadm RO MICcroscopio
apresentou histologia normal.

Exiéte ums precoupagio sobre possiveis correl agbes entre &
‘ingestam de Eritrosinag e distlrbios no funcionamente da glandula
tirdide, devido & possibilidade de liberag3o de iodo do corante
& consequente aumento dos niveis de iodo ligado & proteina gLler
se combina com o iodo no soro sanguineo (Protein Bound Ilodineg -
FRIY. Este fentmeno J& fol verificado por vérios autores (Bowie,
B col, 194465 Hansen @ col., 1973) e & transitdério, ou seja, a1gum
tempo apos & injesto do composto os valores de PRI retornaram B0
normal & n3o foram constatados distUrbios no funcionamente da
glandula tirdide (estudos histoldgicos da glandula e
monitoramento dos niveis de tiroxina).

Os Comites Interracionais ainda n3o se pronunci aram
definitivamente ‘sobre © corante Eritrosina. O JECFA  enm  sus
avaliagio do composto,em 1984, reduziu a IDA para o -~ 1,28 mg/kg
F.C. 8 requisitou maiores informagles sobre a %armacmcinética do
cnrénta e informagles histopatelégicas da glandula tirdide dos
animais utilizados nos estudes de toxicidade & longo prazo.

Na Ultima avaliagio do composto em 1788, foram submetidos ao
JECFA novos estudos gue confirmaram que a Eritrosina & fracamente
absorvida. Estes mesmos estudos nio indicaram 0s mecanismos pelos
quais a Eritrosina exerce seus efeitos na glandula tirdide, mas
indicam, entretantn, que o iodo inorgénico "per se" n3o & o

agente causador destes efeitos, Nesta Gltima avaliaglo, os
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estudos farmacocinéticos requeridos pelo Comité e 1986, nao
?uram apresentados, tendo sido decidido prorrogar a ID6
tempordria, pendente dos resultados destes estudos. Com base no .
nivel sem efeito téxico da Eritrosina  em relagdo &  fungio
tiroidiaﬁa, foi~lhe atribuida uma IDA temporéria de o - 0,05
mg/ky p.c.

Para 1920 foram requisitados estudas farmacocinéticos Qe
relacionem & gquantidade de Corante absorvida & gquantidades
ingerida e qgue tornem possivel gue se aétabelaga X rélaqﬁo
de. toncentragio entre a Eritrosina presente no sangue 2 nos
teciﬁns,assim como sen efeito @ mecanismo de aéﬁa sobre a
'tirﬁide. Foi preparado um adendo a monografia toxicolégica
elaborada em 1786, e as Ieapecificaqaes dé composto  foram

revisadas (FAD/WHO, 1987).
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2.4~ Corantes Tri*enilmetanms.

Este qgrupo de corantes possul como estrutura quimica basica
trés radicais arila, geralmente grupos fenilicos, ligados a um
dtome de carbono central. Fossuem ainda em comum a presenga de
grupos  sulfdnicos que lhes confere slta solubilidade em agua.,
Devida ao seu baixo pka, possuemn também baiuo graw de absorg3o
pelo trato gastrointestinal (Drake, 1975).

No Brasil, apenas um constituinte desta classe de corantes
tem seuw uso permiticde em alimentos, o corante Azul Brilhante. Em

outros paises sio utilizados também o Verde 8 & Violeta &B.

CHy HyC
2.8.1~ Azyl BErilhante -~ N
. H, € CHz
N NG
Hy ¢ CHy
NnO, s SOS Na
Este composto (sal dissédico) & atilizado em alimentos

(refrigerantes, sorvetes, produtos de confeitarial, medicamentos
& cosmeticos Inicialmente, em 1959 o 1966, weste corante {oi
claszificado pelo JECFA, entre os corantes para os quais os
dados  toxicolégicos disponiveis eram insuficientes para que se
estabelecesse uma IDA, pois, aApesar dos varios estudos sobre sua
toxicidade até mesmo a longo praza, os dados bioguimicos eram
insuficientes (Vettorazzi, 1981).

Posteriormente, em 1949, foi estabelecida uma IDA de O -
12,5 mg/kg p.c. {(Berdick, 19892).

Estudos de toxicidade cronica realizaﬁos nos laboratgrids do

FO¥y estabeleceram niveis sem efeito tosico de 4 e 2% na dieta
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para ratos e cachorros, respectivamenté. Em 1949, cém & revisio
deste e de outros estudos, foi estabelecida pelo FDA uma IDA de
5 mg/kyg p.c. (Berdick, 1982),

Na Comunidade Econ®mica Européia, o Comite Cientifico para.
Alimentos permitiu o uso deste corante em 1979, estabelecendo uma
IDA tempordria de 2,5 mg/kg p.c. Esta IDA, em 1979, +oi
modificada para 12,5 mg/kg p.Cc. quando eéfudoa bioguimicos
demonstraram gque este corante & pouco absorvido e quase que
completamente eucretado nas fezes {(FPhillips & col., 1980; Brown e
col., 1980,

Este corante & utilirado ro Canadd, na Inglaterra e no ﬁép&a

{Rerdick, 1982).
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B A Utilizagdo da Mitocondria como Instrumento e Avaliagdo

Toxicoldnica

Sel= Mitocondria: Importédncia & Fungbes

As  ceélulas =Moo compostas de varias estruturas gl tamente
especialiradas FeEsponsaveis pelos proces=sos metshdalicos
essencliais & manutencio da vida celular.

Muitas substincias toxicas Exe%cam SBUE efeitos nhcivos A
ceglula através de danos & uma ou mais destas estruturas oo
organslas celulares. Este dano pode ocorrer através ge uma'_égam
direta do agente toxico &% organelss ow de maneira indireta,
interagindo com spus processos metabolicos., For éﬁtaa razéies, a
avaiiaqao das organglas celulares, isoladamente, coamo unidades
basicas da funglo celular, pode fornecer informaghbes odteis do
mecani smo da agdo toxica de subsfénéias venobioticas (Fawler e
col., 19827,

- Dentre as organelas celulares, destacs-se a mitocdndria pelo
sew importante papel mediando varias fungbes mat%bélicaa dantre
a8 guais A m;idagau de substratos e conseguesnte produgic de
ensgrgia na ¥Dfma de ATF ¢ wma das mais importantes,

As mitocondrias consistesm de um sofisticade sistema e
mesbranas onde estio locaslizadas as enzimas gue catalisam a
raspiragdo celular. Esta organela possul tamben todaz as erzimas
4o wiclo de Krebs, as enrimas associadas ao Ctransporte  de
elétrons @ & fosforilaglio oxidativa; enzimas para a sintese de
fosfolipideos & para a oxidagdio de &ridos graxos. As mitoctndrias
possuem 4ainda a capacidade de promover. sintese de proteinas

{Lehninger, 1984&).



As  enzimas mitocondriais ni3o se distribuem 40 acaso pela
organela, mas est3o localizadas em sub-compartimentos gapecificos
da membrama esxterna = interna e matriz mitocondrisl. A membrana
externa @ permesvel & muitas substéncias, enquanto que & interna
por ser mais seletiva & consideradas semi—permsavel .

A cadeia de transporte de mletrons esta localirvada ma bage
da membrana interna e seus cnmpmnenfas podem ser fracionadms e
gquatro complexos. GCada cospleno representa a menor unidade onde
um setor da cadeia de transporte de eletrons pode ser ismiado sem
perder suas caracteristicas: a habilidade de reagir com aceptores
naturais de eletrons, a susceptibilidade =a inibidn?es seletivos e
a ménutanqau de seus valores de oxidorreduc3o (Moreland, 1984).

0 complexc I consiste de uma desidrogenase NADH-dependente e
de seus centros de ferro e ensofre. 0O componente flavinico, FMN,
o esta ligado covalentemente a desidrogenase. Este primeiro
complexo é redurido por NADH & oxidado pela Coenzima—il,

0 complexo Il & formado pela succinato daaid%mgenase e sey
centro de @Erré e enxofre. E reduzido por succinato & oxidado
pela Coenzima—Q,. 3 componente flavinico, FAD, esta ligado
covalentements através de um residuo de histidina & cadeia
peptidica da desidrogenase.

0 complexo IIl consiste dos citocromos b & 1 e de seu
centro de ferro e ensofre especifico. £ redurido rela Coenzima—-g
& oxidado pelo citocromo o.

€ complexxo IV contem os citacru@ns 4 2 aly e reduzido pelo
 citacromo ¢ & oxidado pelo oxigenio molecular, o aceptor +inal
de eletrons. A ubiguinora @ o elo de ligagho entre os complexos

1, Il e I1l, e o citocromo c conecta os complexns IIT a IV.

[
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O nimero de moléculas de ATP sintetizadas durante a oridagio
doz subsitratos pelo oxigénio moalecular, wvia cadeia resplretoria
{(cadeia de transporte de eléirans) varia tde acordo com  duas
classes_de substratos: a primeira & composta por agueles que usam
NAD como aceptor de eleétrons e sio Capares de gerar trés moles de
ATP - malato, piruvato, chetmglutaratm, ﬁﬁhidrmﬁibutiratw. £
surcinato pertence a outra classe de substrato & gera dois moles

de ATF por molécula oxidada (Moreland, 1984; Lehninger, 198&).

G2~ Sintese de ATP

Apesar do grande volume de trabalhos cientificos realizados
pfacurandm elucidar os caminhos s mecanismos pelos quais o ATPR @&
gerado, muitos aspectos permanecem obscuros.

As  hipoteses apresentadas pafa ﬁ mecanismo da  fosforilaglo
oxidativa (esteriticacio de difosfato de adenosina, ADF, com
fosfato incrganico para produgio de ATE) diferem, prinuipalmente,
ne qué S8 assume ser a natureza do composto intérmediario cuia
energia & der;;ada ve reaches de oxido-redusdin e wtilizada
pngterimrmenté para sintetizar ATF.

A hipdtése‘mais largamente aceita & a quimiosmoticsa gue se
baseia na  permeabilidade seletiva da membrana interna Ha
mitocOndria & cations e mMa transferéncia de protons atraveés
desta mesma membrana de modo vetorial., De acordo com esta
hipotese, a primeira reaglo com conservagio de enargia acoplada

&0 transporte de eléirons envolve a translocagido de protons de

dentro para Jfora da membrana interna. Pevido & relativa
impermeabilidade desta membrana & prétons e autros fons,

oCorreria a tormagléc de um oradiente eletrogquimico. /A energia
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osmotics gerada por este gradiente & utilizada para a sintess de

ATF (Mitchell, 19613 19&6&).
Gad= A tilizaglo de MitocHndria em Ensaios Toxicoldgicos

Galio & col., 1976 estudaram o efeito do 2,4~dicloro-4-
nitrpanilina (DONAY & seus principais metabolitos: 3,5-dicloro—d-
aminofencl (DCAFP) e 2,6-dicloro-p-fenildiamina (DCPD) na fung 3o
respiratoris de mitocoondrias iscladas de figado de ratom. O DONA
& wutilizado .tanto como herbicida como _tungicida @ possul
estrutwra semelhante ao 2,4-~dinitrofencl, cnmpgatm conhecido como
um classico exemplo de desacoplador da fosforilaclo nxiﬁati#a.

Us efeitos do DONA e seus metabdlitos foram estudsdos tanto
"in vitro", Eom a adig%n dos compostos A prepara#bea
mitocondriais iscladas de ratos controle, como  Yin vive®,
utilizando as organelas de ratos submetidos anteriormente A
adm%nistraqaa do comppsto. Os primeiros experimentos, "in vitra®,
revelaram gue tanto o DCNA como o DCAF, desacdplam a fosforilagio
oxidativa e inibem o transporte de elétrone em presenga de
5u§ainatc 2 - -hidroxibutirato,. Muma segunda stapa, o compostos
foram administrados & ratos em diferentes concentragbes e, a
seqguir, estes animais tivaram sua fungdo resplratdria
mitocondrial hepatica testada., nde havendo alteragloc em relaglio
aos contrales, como verificado "in vitro" {(8allo e col., 1974},

Manning = Moreland, 1981, wverificaram que Clordecone, um
compasto clorado policiclico utilizado como  inseticida, atua
comp  gdesacoplador em mitocdindriaz de figado de rato. Este
composto estimula a velocidade r@spirétmria no  estado IV e

provocas a perda da integridade da membrana intermna mitoconderial.



Os autores sugerenm quey 05 efeitos adversos provocados na
menbrana mitocondrial como: perda de integridade, desacoplamento,
perda de proteina soldvel, que levam a .uma interferencia Com &
produg3o de ATR, podem  estar relacionatdos com muitas das
alteragbes metabdlicas e mudangas ultraestruturais observadas em
varipos dfgans (figado, adrenais e ginadas) apés exposiglo &b
Clordecone.

Compostos cnnt&nda'araénico org&nicb também foram hastante
estudados  quanto & seus efeitos em praeparagtes mitm:andfiais.
Resultados semelhantes aos encontrados por Eronenberg e Brabec,
1982, sobre o efeitos do 1@,Iﬁ‘wmxibi5phenoxarsine om
mitmﬁ&ndrias hepaticas "in vitro", foram relatados por 'vériag
autores (Kronenberg & Brabec, 1982). UOs experimentos realizados
revelaram gue  este e outros compostos  organc-arseniacais SHD
potentes inibidores da respiragdo mitocondrial. Objetivando
dete?minarx & caﬁ%a desta inibig3o, foram realizados aatﬁdus qile
revelaram gue @ camposto em questdio inibe vérias desidrogenases
do ciclo dos Acidoe tricarboxilices.

Apesar da grande maioria dos estudos realizados procurasndo
verificar possiveis efeitos adversos de vérios tipos de compostos
{inseticidas, corantes, compostos policiclicos e micotoxinas) ,
utilizarem preparagles isoladas de figado de rato, existem tambeém
véring trabalhos realizados com mitocdndrias de coraglo, de rim e
& utilizag¥o de animais n¥o convencionais comoy  por exenplo,
peixes (Sinhaseni e col., 1983).

Deve-se ressaltar gue estas escolha esta relacionada ao

conhecimento do drg3o alvo do composto emn estudo, sendo que, o



figados e os rins sio escolhas naturais devidp ao seu papel

importante no metabolismo e excreqgio de xenchioticos,
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11I- MATERIAIS E METODOS
1} Corantes Utilizados para Avaliagido da FungXo Respiratdria

Mitocondrial "im vitra®.

Foram utilizasdos os seguintes corantes, fornecidos pelo

Instituto Adolfo Lutz, Sio Faulo, 8.F.

- Vermelho de Eritrosina - Brauw de pureza: 86,60%
~ Yermslho S6lido E Brau de pureza; 91,31%
~ Amarelo de Tartrazina ‘Gréu de pureza: B%,I0%
- Vermelho 40 Brau de purezé: 8% ,90%
~ Porceau 4 R Brau de pureza: 84,847
- Amarelo Creplisculs Grau de purezar B7,23%
- Amaranto Brau de pureza: 89,9@%
- Azul de Indigotina : - Braw de pursza: 88,587
~ fAzul Brilhante Brau de pureza: 90,22%
~ Escarlate GM Brau de puresza: 89,4%5%
- Laéanja BGN Brau de pureza; 87,34%

Foram também wtilizados, pars fins de comparagio,o corante
Eritrosina da marca Sigma, com grau de purezs de 8%, e aguele
fornecido pela I0I do Brasil 5. A., Com grau de pureza de 85,954

{ver {tem III-2).



2) Corante Utilizado para Avaliaglo da Funglo Respiratdria
Mitocondrial “in vivo®,

FPara este estudo foi utilizado o corante Eritrosins .
fornecido pela ICI do Brasil S.4., com  as seguintes
especificagdes técnicas:
= Brau de Pureza: B95,95%
= Bubstancias insoldveis em &gua:x O,113%
~ Bubstancias volateis & 135°C: 4,9%
= Chumbo: 2,05 %+ 0,2% mg/kg
= Cobre:d/= 0,17 mg/kyg
- Estanho: < 50 mg/kg
-~ Zincos< 5 mg/kg
- Corantes subsididrios: 2,4,5 triiodo fluoresceina e 2,5 diiodo

fluoresceina em quantidades mernores que 4%,



3} Obteng¥o das Buspensies Mitocondriais:

3.1~ MitocHndria de Figado de Rato:

Neste experimento foram 'utilizadcﬁ ratos _wiatar adultos
machos & fémeas, pesando entre 180 e 250 g9y o8 guais  foram
mantidos em jejum noturno por 12 horas antes da morte por
concussdo cerebral.

As mitocondrias hepaticas foram isolgdas sagundo Schreider e
Hogeboom, 1930 , conforme procedimento descrito a seguire.

Apts & morte do animal, seu figado +Foi retirado
rapidamente & mergulhado em solugio de sacarose 250 .mM tamponada
com Hepes (écidn.4~(2*hidroxieti1}~1~piperazine—etahOwﬁulfﬁnicn)
2,0 mM, pH 7,2, na présen;a de EBTA (Acido etileno glicol bis (-
aminoetil eter) N, N —tetracético) 0,5 M mantida em banho de
gelo., A sequir, @ figado foi picado com tesoura e homogeneizado
£2m ‘hmmageneizador Fotter—-£Elvehjem. 0 material foi erntao
centrifugado por 8 minutos a 2500xg. 0 sobrenadénte obtido +foi
mantido em banho de gelo e o sedimento foi novamente centrifugado
nags  mesmas  condigles. 0=z scobrenadantes foram combinados e
centrifugados por 10 minutos a 11500 ¥g. A fase lipidica superior
foi retirada com a aunilio de pipeta Pasteur. O sobremnadante foi
descartado e o sedimento rassuspaenso e novaments centrifugado nas
condigbes anteriores. Terminada a centrifugagso, as mitoctndrias
foram ressuspensas em solugXo de SAUArOBE 0,25 M. Todo o
procedimento  fai realizado & 0°C em tentrituga refrigerada

(Vercesi e col., 1978).



F. 2= Mitoctndria de Rim de Rstor

Fara o isolamento de mitoctndrias de rim de rato, apds a
retirada do drgdio do animal, foi removida a capsula fibrosa gue o
envalve, e, a seguir, procedau-se como desc?itm anteriormente
para mitoctndrias hepiticas (Item G401}, alterando-se apenas as
velocidades de centrifugago. 0 homogeneizsda foi centrifugado
por 3 minutos a ZO0OQ #9 & o sobrenadante resultante foi novamente

centrifugado por 10 minutos a 10000 xg.

3.3~ Dosagem de Proteina:

& concentrac3o de proteina da suspenslo mitocondrial obtida
ol determinada segundo o método espectrofotometrico e Fies e
Murﬁhy, 1960 . Este método baseia-se na medida da diferenca de
absorbéncia da solugio de proteina em NaOM 5 mM, nog comprimentos
de onda de 215 e 225 nm, Esta diferenga & diretamente
proporcional & concentraglo de proteina na solug¥o. Albumina de

soro boving foi utilizada como padrio.

4) Efeito dos Corantes Orgénicos Sintéticos Artificiais na Fungio

Mitocondrial Hepética e Repal “in vitro"

4.1- Consumo de Oxigenios

él avaliag2o da Ffungdo mitocondrial hepitica & renal %mi-
realizada através da medida do consumo de oxigénia dissolvido no
meio de reagio.

Os experimentos foram realizados em c@mara de vidro



termogstabilizada (32¢0,5°C), dotada de agitagio magnética com

capacidade de 1,0 -~ 2,0 ml. Uma representagio  esguematica da

céméra de vidro utilizada esta apresentada na Figura 2

i

34



TAMPA DE TEFLON

s;u'DA DE 1

AGUA O\
MEIQ DE = ( ELETRODO
REACAO = '

K DE CLARK

/o \v\

AGITADOR MAGNETICO

ENTRADA DE
AGUA 30°C

FIGURA 2 - Representagdo aﬁqﬁema'tica da ca@msra deg  wvidro

utilizada nos en=aios com mitocHndrias isoladss

A}



8 meio de incubagXc basico foi constituwide por KO 130 mi ,
tampZo  Hepes 2,0 mM, EGTA 0,5 mM, fosfsto 1,0 aM e 1 mg/ml de
proteing mi tocondrial. Como  substratos respiratorios foram
utilizados -cetoglutarato 5 mM para o sitio I & succinato 2 mM

para v sitio Il1, tendo o pH destas selugdbes sido corrigido para

7.2

0 consumo de oxigenio, também chamado de velonidade
respiratdria, foi medido pmlarogra%}camente utilizando~se
agletrodo espacifico tipn Clark LN 43146 {(Yellow Springs

Instruments Co.) conectado a um oxigrafo Gilson.

4.2— Controle Respiratorio:

'Inicialmente; foi medido o gstimulo da respiragio provocade.
pela adig¥o de 200 nmoles de ADP (estado I1II) e .a velocidade
respiratdria quande o consump de oxigénio retorna &0 estado
original (estado "IV)., 0O quociente obtido entre as  velocidades
raspfratﬁr£a5 no  estado IV e estado III & chamado de controle
respiratdrio.

A seguir, "¥ai adicionada uma solugieo de cada corante
testado,Eritrosina, Vermelho Solido E; Ponceau 4R, Vermelho 4G,
Amarsla Crepﬁaculg, Amarelo de Tartrazina,. Azul de Indigmfina,
Amaranto, Larania GBN, Escarlate GN e Azul Erilhante, ao meio
de reagio descrito anteriormente em 4.1 de modo que 2
concentragio final do corante fosse 0,1 mg/ml.Foram, entlo,
realizadas novas medidas das velocidades de consuno de oxigenio

nas estades III e IV, comparando estes wvalores com agueles

gbtidos para mitocdHndrias controle.



4.3~ Eteito da Concentracio do Corante na Qﬁlucidade Pladima de
Respiragio:

Uma wvezr gbserveda a inibigio da respirag3o mitocondrial
pelos corantes testados foi verificado o efeito destes compostos
na velocidade méxima de respiragdo {(estado Ity, BEﬁa:Dpladm}.

FPara tanto, foram realizados novos experimentos adicionando-
5@ an meio de reagdo um desacoplador da respiragio, p—trifluoro-
metoxicarbonil ciano fenil hidrazina (FCOF) . Isto tornou ppssivel
veriticar o efeita de diferentes cancenéraq&ea de cada corante na
velpcidade ménims de respiragio, permitindo a obtengio de uma
curva dose-resposta para cada corante. FPara a construgio dests
curva dose-resposta foram utilizadas concentragdes decrescentes
do  corante diluindo-~ze a solugdo original (G,1 mp/mly atéd obter-

se resposta igual iguels apresentada pela mitocoOndria controle.

W) Avaliag3o do Efeite da Ingestdo de Eritrosinae na Fungio

Mitoocondrial Yip viwvoYs

Foi realizado um estudo sub-cromico (90 dias) do efeito ds
ingestio do corante Eritrosina utilizando-se ratos Wistar.
Ao final do experimento, foi avaliada a fungSo mitocondrial

de todos oz animails sobreviventes, conforme procedimento descrito

anteriormente o item 3.

9. 1- Condigdes do Ensaio BRicldgico:

s ratos Wistar, machos e fémeas, utilizados neste estudo,
foram fornecidos pelo Biotdério Central da UNICAMP, Campinas, 5.F.
& tinham idade de 30 dias com peso iﬁicial medio de 44 g,

Us  animais foram alojados em gaiovlas individuais de aco



galvanizado. A t@mpefatura da sala perméneceu em tmrn# tle EﬁiEDC,
com luz fluorescente das 7:00 Ads 17:00 horas.

Todos os animais receberam rag3o came}cial "ad libitum”
{(Arderson—Clayton).

Antes do inifcic do periodo experimental, todos os animais
passaram por um periodo de adaptagdc de guinze dias. O periodo
experimental compreendeu 0 pericdo imediatamente apos o términp
da tase de adaptaglo até o momento do Bgcrificia dos animais:
13/706/BH a 15/09/86.

Ao completar-se o pericdo de adaptagﬁo,':oa animais féram
divididos em guatro grupos: | -
= Brupo Controle: constituido por animais, fémeas (10) e machos
{7), dencminados grupos €1 e 2 respectivamente, aos guaisz  foram
administrados antes & durante o periodo  experimental, &gua e
ragio "ad libitum".

-~ Brupos A e B constituidos, reépactivamente, por animais fémeas
(9) @ machos (9), aos quais foram administrados uma solugdo do
corante Eritrosina, em concentraglo correspondente g 1000 mg de
corante/kg de - peso corpédrec médio dos animais de rada Qrupo,
durante todo o periodo experimental.

- Brupos C e D constituidos, respectivamente, por animais
femess (B) & machos (7)), aons quais foram administrados corante
Eritrosina  em concentraglc correspondente a 500 mg de coranteskg
de peso corpdrses médio dos animais de cada grupo, durante todo o
periodo experimental.

- Brupos £ & F constituidos, respectivamente, por animais f@#meas
{7y e machos (&), aos  guails foram ‘administrados carante

Eritrosina em concegntragio torrespondente a 100 mg de corante/ kg

8



de peso cmrhéreg medio dos animais de cada grubo, durante todo o

pericdo experimental.

0 corante Eritrosina foi fornecido acs animais dissolvido na.

agua, que fol administrada aos mesmos "ad libitum®.

9.2~ Ganho de Peso:

Fara o acompanhamento do ganho de peso dos animais, foram
realizadas pesagens dos mesmos de trés em trés dias, durante o

perinde experimental.

'S,Zf Consumn de Corante;

A cada semana foram preparadas novas solugbes de corante, de
modo que, de acordo com o ganho de peéa dos animais, fosse
administrada a quantidade de corante desejada para cada grupo.

0 consumao de corante foi obtido pela aiferenga Bhtre =]
voalume inicial administrado, 300 ml, e o volume residual Apos

trés dias, medido com o suxilio de uma proveta.

S. 4~ Consuma de Haé&o:

0 alojamento dos animais em gaiolas individuais permitic
tambem Que se acompanhasse o consumo individual de racio durante
o periodo de experimentaéén.

De acordo com o mesmo pracédimentm utilizado nos itens
anteriores, pesava-se o recipiente que continha a ragdo a cada 3

dias, sendo ques, o consumo foi abtido pela diferenga entre o peso

inicial & o0 peso residual apds tres dias.



A pesagem dos animais & a medida do consumo de ragas, Agua e
corante eram realizadas sempre no periodo da marh3, a4z 9100

horas.
9.9- Avaliagdo da Fung¥o Respiratéria Mitocnndrial:

Apos o pericdo experimental, o0s animais foram sacrificados
por concussio cerebral e imediatamente, apds abertura do abdomem,
foi  realizada a excisdo de um fragmento do  lobo hepatico
(aproximadamente ©0,% g) o qual foi colocado em solugko de
sacarose 250 mM, tamponada com EGTA 0,5 mM mantida em banho de
gelo. Este fragmento hepédtico foi utilizado para a cbienglo das
suspenssies mitocondriais que, a seguir, foram testadas quanto &
sua fungio fespiratéria, conforme procedimento descrito nos itens

I e 4.
a) Rﬁaliagam Mistoldgica do Efeito da Ingestio de Eritrosins:

s anim;ié' utilizados no {tem & foram dissecados e
fragmentos do pulmdo, figado, estmago, baso, intestino delgado
e grosso, pancreas, ganglios mesentericos, rins, adreﬁais &
bexiga Foram colhidos & fivados em spluglo fixadora de Bouin-
fAcético (Formaldeido comercial 40% - 25 ml; =olugio aguosa
satuwrada de acido picrico -~ 70 ml; dcideo acético comercial 25% -
adicionada no momeoto de uso - S ml).

0 Afigado, bago, bexiga e rins foram pesados antes da
retivrada das amostras para a fixago.

Todos o= Orgios foram examinados sob lupa para avaliagio

macroscopica dos mesmos.
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As  amostras permaneceram na solugdo ¥ixédara por £4 horass
apds mste periondo foram lavadas em ég&a e recolocadas em  solugio
fisvadora de formol a 34%.

Apos 30 dias, as amostras foram sucessivamente lavadas para
diminuirése a impregnagdo dos tecidos pelo acido picrico g, &pos
desidratagiio, foram incliuidas em parafina} seccionadas (corte B
um) , coradas em Hematoxilina e Eosina e montadas em l&minas
histologicas segundo tecnicas de rotina.

As  léminas fmrah observadas ao micrmscépim optico (Oiymﬁua
CBA) aumento de 1000 veres e fotomicrografadas, com {ilmé.preta

@ branco, 32 485A.

7} Tratamento Estatistico

Fara a analize estatistica dos dados obtidos na avaliagXo do
sfeito da ingestXo do corante Eritrosina na respiragio
mitocondriail, utilizou-se andlise de varifncia. Este mesmo
procedimento fol sequido com os dados obtidos para ganhm.de 0DES0,
consume  de ragio e peso relativo dos  drglos  dos animais

utilizados neste estuda (Armitage, 1974).
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IV~ RESULTADOS E DISCUSSAQ

1Y Efeito, "in wvitro", de Corantes UOrgé&nicos Bintéticos
Artificiais na Respiragio Mitocornderial

Exvistem varios parametros bioquimicos que podem ser
utilizados para avaliér 0 efeito de compostos xenchioticos na
fungio mitocondrial dentre os guais s destaca a3 ¥ung§§
respiratoria. H

A avaliagin da fungio respiratoria @& realizada através do
monitoramento do consumo de oxigenio de mitocondrias iscladaﬁ..Um
método bastante utilizade foi o respirémetro de Warburg, mais
recentemente substituido pelo eletrodo especifico dé mxigeniu,. =
‘eletrodo de Clark, acoplads a um registrador. A eficiégncia desta
téenica romo  instrumento em ensalos ﬁmxicnlﬁgiccs daepends  am
grande pértw do procedimento utilizado para isolar a mitocdHndria
antes de sua avaliag¥o ppois & importante considerar & relagio
entrg as éerturbaqaem das fungties metabdlicas da organela € sua
integridade fisica. |

Unm indice m.que revela se a membrana esta integra & que,
portanto, a mﬁtanq%a das preparagibes mitocondriais fol eficiente
¢ o controle régpiratmrim, e gual & detinido por Chance &
Willians, 1965, como o quociente obtido entre as velocidadses
respiratérias no estado IV e estado I11.

{0 estado IV, ou estado de repousc,& caracterizado pels baixa
velacidade de consumo de oxigé#nio pela mitoctndria, na auséncia
de receptor de fosfate (ADFY, IMEENQ ra presenga de substratos
respiratérios (ex: K-cetonglutarato e succinateo). O estado IIT se

caracteriza pela répida velocidade de respiragio 2 de
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fosforilagdo épés a adigde de ADF. Buando o ADF adicionado for
consumido, reestabelece-se o0 estado IV, Existem substﬁnuias
conhecidas Como agentes desacppladores que impedem o
reestabelecimento do estado IV, Nesta condigdo, chamada de estado
111, desacopplada, obtem—se a velovidade maxima de respiragio,
condigdo gue facilita o estudo do efeito de substé&ncias
renobidticas & mitocdndria (Chance & Nilliém%, 1968 Lehninger,
1984} .

Mo presente estudo, o coeficiente respiratorio (CR) das
preparagies mitocondriais obtidas, apresentaram vélares acima de
%5, Indice considerado satisfatdérioc (Lehninger, 198&6).

‘Todos os | corantes orgiEnicos ginteéticos artiticiais
utilizados neste estudeos Eritrosina, Vermelho 8élido E, Foncesau
4R, Vermelho 40, Amarelo Crepusculo, Amarelo de Tartraczina, Azul
de Indigotina, Amaranto, Larania BGGN, Escarlate OGN e Acul
Brilhante,  guando _ adicionados & preparagbes mitocondriais
ispladas de figado e de rim de ratos Wistar prnvétaram alteracdo
no consumo de oxigénio em comparagic com os valores obtidos zem a
adigdo dos mesnos. Isto foi evidenciado pela reduglo do controle
respiratéric (velocidade do estade IV / veloecidade do estade 111D
conforme mosteam ds dados da Tabela 1.

Uma ver verificada esta alterag¥o no controle respiratorio,
foram realizados novos experimentos para elucidar se a origem
desta alteragio era devida a um efeito na velocidade do estado
II;, na velocidade do egtadm IV ou em ambas.

0s noves experimentos realizados'&astraram gue a velocidade
60' estado I[iI, quando desacoplado, era inibida contarae

apresentado na Tabela 2 . Esta inibig3o foi semelhante aguela
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veri%icada no controle respiratdrio {(Tabela 1). FPortanto, para
verificar wum possivel efeito na velotcidade dbo estado IV f o am
utilizados unicamente aqueles corantes que tinham apresentado .
maior porcentagem de inibig3o do coeficviente respiratdrio:
Eritrosina, Vermelho Sélido E, Azul Brilhante e Escarlate GN
{Tabela 1). Os resultados obtidos est¥o apresentados na Tabela 3.

Muitos compostos de diversas classes e de diterentes
estruturas guimicas afetam a fosfuriléqﬁm anidativa, Estes
compostos  podem  Interagir em diferentes reaglies mediadas. pela
.mitacﬁndria, sendo classificadps em:
&) Inibidores do Transporie de Eletrons

.Saa substé&ncias gue se caracterizam pels sua habilidéde .de
interromper o Ffluxo de eletromns em determinado ponto da cadeia
respiratéria atuando em um de seus quatro complexos. Uma vez que
o fluxo de sletrons estd interrompido, as reaglies de fosforilagdo
a ele acagiadas tambem serde inibidas. Dentre o iqibidﬁrﬁs mais
importantes padefae destacars rotenona, antimicina-A e cianefo.

‘&) Agentes Desacopladorss

Bx%n aguelas substincias gque em concentragBes aproprisdas
impedem a fosforilaghe do ADP a ATP sem interferir com o
transports de eletrons. De maneira geral, todo composto gue
promove & dissipagdc do gradiente de protons estabelecido pelo
transgarte de eletrons para autro fim gue N3o seia a sintese de
AaTF & um agente desacaoplador. Fentaclorofenal e 2,4*dinitra¥enoi
s¥o exemplos clissicos de desacopladores que foram utilizados por

muitos anocs como pesticidas.
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TARELA | —-Porcentagem de diminuiglio do controle respiratdric (CR)

sintéticos

meio de .

da mitocondriazs hepédticayg por corantes organicos
artificiais na concentragdo de ©,1 mg corante/ ml de
reagdo
CORANTE FORCENTAGEM DE INIBIGAD
ERITROBINA 100
VERMELHO SGILLTIDD E 100
AZUL ERILHANTE C bb
ESCARLATE BN 41-
VEﬁﬂELHD 40 38
AMARELD CREPUSCULO 28
AZUL DE INDIGOTINA 25
AMARANTO 20
LARANI A GEN 20
PO&CEGU 4R 17
AMAREL.D DE TQRTRRZINQ 16
Reswltados mﬁtidds na presenga de succinato como

respiratdrio
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TARELA 2 ~ Porcentagem de inibig3o da velocidade respiratdria  do
estado 111, desacoplade, de mitoctndrias isoladas de figado & de
rim de ratos Wistar por corantes orgénicos sintéticos artificiais

na concentrago de 0,1 mg corantes/ml de meio de reagio.

CORANTE FI1eapo FIM
ERITROSINA R 100 100
AZUL BRILHANTE 78 78
VERMELHG SDLIDD E B4 Fé
VERMELHO 40 58 ' 55
LARANIA GGN =3 35
PDNCEAQI4R 45 27
AMARELD CREPUSCULT 44 27
AMARANTO " 35 2%
AZUL DE INDIGDTINA 30 __ 12
AMARELD DE TARTRAZINA 16 m 20
ESCARLATE BN | 35 44

rResultados obtidos na presenga de succinato como substrato

rezpiratdrio
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TABELA - Porcentagem de inibig3o da velocidade respiratéria  do
estado IV de mitocéndrias isoladas de figado de ratos Wistar por
corantes organicos sintéticos artificiais, na concentragdo de 0,1

mg corante/ml de meio de reagio.

— a— b e e e e, e P —t v — ana s —— -

CORANTE ' PORCENTABEM DE INIRIGAO

ERITRGSINA | :‘, 20
AZUL BRILHA&NTE | ._222
VERMELHO SOLIDO E 2
ESCARLATE &GN Q

s —_ — —— e B e bt L L T I ——

Resultados abtidos na presenga de succinato como  substrato

respiratdério.
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£} Inibidores da Fosforilagio Ouidativa

Fertencem a este grupo aquelas substancias capazes de inibir
a Ffosforilagdo oxidativa sem impedir contudo, o transporte de.
eletrons pela cadeia respiratoria. Mais eapeci?icaménte SHO
iﬁibidn?ea da shnzima ATP-sintetase, A oligomicina ¢ o© exemplo
rldssico deste tipo de inibidor (Lebhningsr, 1986).

{0s resultados obtidos no presente estuds,  permitem afirmar
que, o corantes orgénicos Eintéticoé artiticiaizs estudados,
inibem a velocidade méxima de reapirag%m,“'candiqﬁn obtida com &
wtilizaglo de FLCF como desacoplador. Cabe deétacar Erifrdaina,
vermelho Bolido E e Azwl Brilbhante, o2 guais apreaeﬂtaram.
porcentagem de inibigdo acima de 704 (Tabela 2).

Frni ent3ico verificedo o efeito de diferentes concentragies
dos coréntea Eritrosina, Vermelho Sélido £, Azul Brilhante e
Ezcarlate GN na inibiglo da velocidade marima de reapifaq&o
(estada EII desacoplado), com o proposito de verificar se este
efeito mantinha uma relag¥o dosg~resposta. Uz dados obtidos para
mitocdndria hepatica, tanto em presenga de substrato respirvatdrio
de sitio I, ~cetoglutarate, coma de siti& I1, succinato, est¥o
apresentados pnas Figuras T e 4, respectivamente. Na Figura S5,
esto apresentados oz resultados obtidos para mitoctndria renal
na presenga de succimato. A partir das Figuras 3,4 e o foi
calculada a dose nEﬁeaééria para inibigda de 50 Z.da velocidade
maxima de respiragin, denominada bI 50 (Tabelas 4 e B) .«

Pode—sse  observar quea, na presengas  de ‘auccinato, a5
porcentagens de inibig3o veritficadas mas mitocondrias hepatica e

renal s3p semelhantes. Estes resultados assemglham—-se dqueles
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obtidos por Nada. ¢ col., 1985, que estudaram a inibigido da
respiragdo mitocondrial em suspensies mitocondrials ohiidas de
figado de rato, utilizando como substrato respiratédrio succinato.
s referidos autores verificarams gue o graug de inibig¥o da
respiragdic mitcocondrial dava-se na seguinte ordem decrescente:
corantes xantenos {(Eritrosina, Eosina, Rosa Bengall), seguidos
pelos corantes trifenilmetanos (Azul Briihante, l.ight Green SF e
Fast Green FLCF) e corantes azn. Esta mesma ordem foi verificada

no presente estudo.
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TARELS 4 - Dose de inibig3o 506 (DI %0) de corantes orgénicos
sintéticos artificiais em mitoctndrias isoladas de figado de

ratos Wistar, na presenga de N-cetoglutarate g de succinato.

wan wn — [FREpREE — s e - — e i e i it

CORANTE DI 50

X~-CETOGLUTARATD SUCCINATO
ERITROSINA 46 by b
AZUL BRILHANTE 250 | %4
VERMELHD SOLIDO E 430 27
ESCARLATE BN &EALG : 220
DI S0 - fuantidade de corante necessaria para inibir em S04 a

veloridade maxima de respiragico (estado I11 decacaplado},
EXpressa em miligrama de corante por grama de proteina

mitocondrial.
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TAEELA 5 =~ Dose de inibigleo S0 (D1 50) de corantes organices
gintéticos artificiais em mitocdndrias isoladas de rim de ratos

Wistar, na presenga de succinato.

- - iy s — — ——

CORANTE DI 80

ERITROSINA : 27

VERMELHO SOLIDD E 24

AZUL BRILHANTE 28

ESCARLATE GM ' 150
Bl S0 - Guantidade de corante necessaria para inibir em 50O% &
velocidade mavima de respirag¥o (estado III desacopl ado) ,
expraessa em miligrama de corante por  grama de proteina

mitocondrial -



2. Efeito da ingestdo do corante Eritrosina em ratos Wistar

Uma vez verificada a inibig3o da velocidade de consumc de
onigénin, em preparagiies isoladas de figado e de rim de ratos
Wistar, por corantes organicos ﬁintétiabﬁ artificiais,
apresentou-se & necessidade de avaliar a ocorréncia deéte Hit=Lotin
gfeito  "in vivo', utilizando—se animais suhmetidos a ingestado
desses mesmes corantes.

Para tanto, foi ”esculhido o car%nte Eritrosina  por ser
agquele gue havia apresentado maior efeite "in vitro'.Foram
utilizados oiteo g upos de animaie, machos e fEMRRS,
submetidos a diferentes ingestas do corante procurando,tambémn,
verificar um possivel efeito dose-resposta. fs doses tedricas
escolhidas foram de 1000, =00, 100 e © mg de corante/kg de peso
corptrec médio dos ratos de cada grupb. Estas ingestas
representam, resﬁectivamenta, 1/2, 1/4 e 1/20 da Dose Lestal 50
(nL; 50)  da Eritrosina para ratos, aguanda administrada po? via
oral (Hansen & col., 1973 A iﬁgest%m de Eritrosina para cada
grupo de ratos foi determinada ao longo dp experimento, tornando
possivel estabelecer a ingestio resl do corante: 107, 5oh6 @ 1193
mg -de corante/kg de pesc corFpdren para 0% grupb de ratos fémeas
e 91, 527 e 1086 mg de corante/kg de peso corpbrec para 0% grupos
de ratos machos.

Durante o ensaip de 0 dias, foi feito o acampanhamento
do ganho de peso dos animaig, asaim' cama do consumoc de ragdn e
de corante. Ao final do estudeo foi feita & avaliagdp da fungdo
‘respiratﬁria mitocondrial hepatica e um evame histolégico dos

seguintes Grgios dos animais: pulmEo, estPmago, Dagoy, figado,
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rins, Bexiga, intestinos dalgado 2 grosso ) adrenais.
Paralelamente & retirada de fragmentos dos drglos mencionados
para ©0 exame histolégice, foram realizadas pesagens do figado,

rins, bago e beuiga.

2.1~ Ganho de Peso:

Nas Figuras & & 7, encdntramwsa az curvas de ganho de
pesn para os ratos femgaz e machos, respectivamente, submetidos
& diferentes niveis de ingest¥o de Eritrosina nas doses
reais de 107, 536, 1193 mg de corante/ kg p.c. médico para ratos
femeas & 91, 27, 1086 mg de corante/kg p.c. medio para ratos
machos, assim comp seus respectivoes grupos controle.

Atraves da analise estatistica dos dados,pode-se shservar
que ndEo huuva di ferenga significativa,a nivel de 5%, no ganho de
pest  dos animais submeti&ma & ingestaa do corante Eritrosina
guanda comparados com oS animais dos grupos controle (Tabela 6).

Resul tados semelhantes foram relatados por nButterwurth- @
col., 1976,em E%tudm de toxicidade subcronica, 90 dias,utilizando
ratas  8FF {linhagem ICI Alderliey Park e Carworth Farm E). Neste
experimento, a administragio do corante foi feita por via oral
adicionado & dieta dos animais nos nivels aproximados de 0,25;
0,53 1,0 e 2,04, correspondendo & uma ingesti3o m&dia de corante
de 160, 330, 690 e 1750 mg/kg de peso corpdrec médiosdia, para
ratmé machos e 170, 370, 730 e 147Q mg/kg de pesD corpéreo
médiosdia, para ratos fémeas, niveis petes semelhantes aos

urilizados em nosso trabalho.

Sé



et DDS RATOS {gromoa

B0

130

1E0)
140

120

10 o

G- +- Y 4

"'ﬂ:{._
S
i I &

a3

Pt
~

g
By

+
110 t o
&

BB
o 3

<> Ot~

ol -+

o S e N =

= < 3
pr I -+
o

]

A |

FiguRe & -

A0 RO 8l 100

e
i

PERIOCC EXPERMBATAL (dios)

Curvas de ganhe de pesd Rara ratoe Wistar femeas
submetidas & ingestia chex Eritrosina.Controle ¢0d)
107 mglikg pP-Cw (A Yy BS56 mg/ikg p.Ce. (e 1193

mo/hkg pee. b

57




- g
T ¢

i
[~
ey

200

24(1

[

Z2) g

f=-

160 - + @
£ + 4
120~

W -

PESO DOS RATOS (gromam)

0 i 7 1 ] I j 1 i 1
B 20 40 &0 ai 1193

PERINCC EXPERIMENTAL (dios]

FIGURA 7 — Curvas de ganho de paso para ratos Wistar machos

submetidas & ingestdo de Eritrosina.Controle (9O
91 mg/lkg pPaCe (A Y3 BR7 mg/ihg p.c. (Q 3y 1086

mg/kg pec. F D




TAEELA & ~ An&lise de Varidngia para Danho de Feseo de Ratos

Wistar Submetidos a Ingestdo do Corante Eritrosina

MACHOS
S 6L &M F

TEMFO 2295, 7% 14 . 163,98

TRATAMENTOS bi, 65 it 20,55 F o= 0,81
ERRO 2095, 460 42 49,89
TOTAL 4452 ,98 59
_______________________________ —— — e o et st e e ot et ot et e e e e
FEMEARS

Sk &L (niy] F

TEMFPD 1219,7= 14 87,12
TRATAMENTOS 19,73 = 6,58 F o= 0,55
ERRO 504,27 2 12,01
TOTAL 1743,73 59

F tabelado para nivel de significi#incia de O94 = 2,84
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2.2~ Consumo de Ragdo & de Corante:
MNa Tabela 7, estdco apresentados os dados relativos 4 anilisge
de varigncia do consumo semanal de rag3o dos ratos. 0 resultados

abtidos. indicam gue n#Hc houve diferenga significativa, & nivel de

8%, entre os grupos suwbmetidos &s diferentes ingestaz de
Eritrosine e o grupo controle, tanto para machos gquanto para
femeas.

0 resuwltados obtidos relativos zo consumo real de corante
estdo apresentados na Figursa 8, as quaié indiaam que o cnﬁﬁumm
de Eritrosina manteve-se unitorme durante todo o perioﬁb de
experimentagiio (90 dias). 0O consumo real médio para os  ratos
machos ol de 91, 827 e 1086 mg/kg p.c. 2 para as fémeas de 107,
554 e 1193 mg/kg p.c., relatives, respectivamente, ac consumo

teGrico de 100, 500 e 1000 mg/kg p-c-
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TABELA 7 — Analise de Vari@ncia para Consumo Semanal de Ragio de

Ratos Wistar Submetidos & Ingestie do Corante Eritrosina

f— [Ep—— rann —_— [ —— —— bt ans e P —_ et — —— — —

MACHDS
s@ Bl aM F
TEHFO 74,61 3 24,87
TRATAMENTCS 14,57 % 4,84 F = 1,86
ERRO 23,47 9 2,60
TOTAL 112,55 15
FEMERS
SE 6L oM F
TEMPO 21,23 K4 7,08
TRATAMENTDS 2,08 3 0,9 F = 2,52
ERRO 3,47 g 0,38
TOTAL 27,55 15

e —_— - PP o sl ik AR LY 4T VTR PP e i i,

[T ——— AR PR S Sl e

F tabelado para nivel de significancia de §% = 3,86

1% = 6,99
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2.3~ Avaliag3o da Fungdo Respiratéria Mitocondrial de Ratos

Wistar Submetidos & Ingestdo do Corante Eritrosina

A inibigdo da velocidade de consumo de  origénio em
mitoctndyrias isol adas verificada em presgnga de corantes
org&nicos sinteticos artifticiais nao pode ser considerada como um
efeito adverso dos referidos compostos a menos que se disponham
de datios que comprovem O mesmno eteito “?n vivo", isto &, apos sua
administragic a animals expgrimentais e consequente avaliagao de
sua fungdo respiratoria mitocondrial.

Oz dados oabtidos para a avaliagdo da fungio respiratsria
mitocondrial de ratos Wistar submetidos & diferentes ingestas
do corante Eritrosina, estan apresentadoes na Tabels 8. 0O=
resultados da analise de variancia, apresentados nNas Tabelas 7 &
10 mostram que o corante AR proavooa alteragdo significativa, a
nivel de Sk, na velocidade de consumo de prwigénio no sstado 111
desacoplado, entre os diferentes gQrupos guando comparados
separadamente por Sexo 8 por nivel de ingesta. EBEste efeito toi
verificado tanto am praéen;a de substrato respiratorio de wsitio
I, X~cetoglutarato, cOmO de sitio 1I, succinato.

A incapacidade demonstrada pela BEritrosina em reproduzir Min
vivo! o efeito verificado “ip vitro”, pode ser explicada pela
sua baixa absorgo apéﬁ.adminiatragﬁn por via oral, uma vez que,
segunda Daniel, 19462, a excregio do composto esta na faiva de LS~
74% (Daniel, 1967 . Dave-se ressaltar ainda todo o sistema des
protegan gus possul o animal intacto, cCcomo membranas celulares &
enzimas encarregadas da biotransformagio e compostos

wenobidticos, O qual deve propiriar gue a guantidade de corante

o
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TARELA 8 -~ Velocidade de consumo de oxigéniec no estado 111
desacoplada, na presenga de U~cetoglutarato e de succinato, de
mitoctndrias isoladas de figado de ratos Wistar submetidos &

ingestaoc de Eritrosina

—vpepasp———_PER PR b e el R ——, - e it M i T o et . HT P $orm e bk HHAT SR s ips . e e bl $R L b A

NIVEL REAL DE INEBESTAO VELOCIDADE DE CONSUMO DE OXIGENIO
X ~CETOBLUTARATO SUCCINATO
FEMEAS
0 104,8 T
107 103,9 182,53
556 86, 153,9
1193 101,4 158,0
MACHDS
o 118,46 o 195, 6
91 92,3 “ 175,
527 79,3 152,2
1084 | 107,1 177,7

..\.-......—-.........—-..m—;—......_..__.m.__........_.—.....-...—_.....«.....__.......__....-...-.—«.m—.—-«mw—--.uw_—nmm_--...m___.

NIVEL REAL DE INGESTRO ~ Buantidade de corante consumida por cada
grupo de ratos, expressa em miligramas de corante por kilograma
de pesc corporeo mnédio dos ratos de cada grupo.

VELDCIDADE DE CONBUMG DE OXIGENIO NO ESTADO 11I, DESACOFLADD -
pxprassa em nancgrama-atomo de Oxigenio por minuto por miligrama

de proteina mitocondrial.
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TABELA 9 - Analise de varifancia para velocidade de consumo de
oxigenio no estado III)deaacupladaJde mitocendrias isoladas de

figado de ratos feneas Wistar submetidos & ingestdo de Eritrosina

-;.---......—_..,_..........._.m--.-—..-.......——»-.u—..u.—..«..—._....._ — s v s — Epp—E

SUBSTRATO RESFIRATORIO - H-CETOBLUTARATO

si GL oM F
FATOR 170% 3 : 870 0,50
ERRD 30207 29 1044
TOTAL 31996 32 |

........-......-_.-.._..-..—w.—...-.—.——..._‘.,_._m_m.-..-.—_.-.-n—-m-uw—-

-—.—-.-—.—-——..-n_......_.....__.....—...«...-....—...-__..._...._-...-.—........—..».—.....—..-—m-.—m—m—..—....-..-.—-n.—m—...u.—....__«-.__m.—m__...-__.—__w_

i . o e bt o S e SR et M A S

sk Gl. Ry F
FATOR {329 3 1443 0,49
ERRO 83756 29 2957

....-...-—-.....-—-......_.....-_..._._......-_................._..._-....-_.....__..._ﬂ...-...._.....-._-..__........._....m—......—........._..u.-m—um-n._—....-..._-m—w—»..-—m_...._....._m_

F tabelado péra nivel de significancia de 5% = 2,935

1% = 4,54
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TARBELA 10 -~ Analise de varifncia para velocidade de consumn de

oxigénio 0o sstado IIIJdesacapladq de mitocondrias isoladas de

$igado de ratos Wistar machos submetidos & ingestido de Fritrosina

...-..-...-........—.....—-.......__..-—...-.-—m—.-._.—...—....—.—__-—w--_._-n-—m..—.n—

_......_....,—.-.-.-...-..—..-.—m.—....-..-w—-—...—m-.u.__«.__.m_...___.m-—m--”--——---.n

..--.«..»—n—-m__-—.—...—_..m-._m..——.m_—-.--—.-..—.....

a0 GL @M F
FATOR 5797 2 1933 1,68
ERRD 2HANE 2% 1148
TOTAL I2202 26

SUBSTRATO RESFIRATORIO - SUCTINATO
§ S0 GL £ F

FATOR 6252 3 2084 0,54
ERRO - BBBno 23 TR6T
TOTAL 5101 z2b

r tabelado para nivel de significancia de 9% = 3,03

b&

1% = 4,76



absorvida nan atinja & mtocondria em guantidade suwficiente para
produzir wn sfeito na organela semelhanie aguele varificado 'in

vitro'.

2.4~ Avaliagso. do Efeito da Ingestdo de Eritrosina no Feso de

UFQ&QE de Ratos Wistar

Ma Tabela 11, estho apresentados os pesos sedios relativos
dos orgdos dos animais  submetidos a diferentes ingestas do
corante Eritrosina. A4 analise de variancia realizada, spresentada

. - -

na Tabelas 12 e 13, para ratozs fémess @ machbs, respectivamente,

naoc revelouw diferenga significativa, & nivel de 54, esntre e
pesn  dos  orgdos  dos  animals comtrole B os  gue . lngerira

Eritrosinma, com excegio do peso do bago dos ratos machos £, 08
CPOx 0,025),. Alteragdo gemelhanta foi chservada por Hanzen e col.,
197%, em sesu estudo sobre o eteito crapiocn (2 ancs) da ingestio
de Eritrosina em ratos. Essa alteragém, o ertanto, df mesnd
maneira qgue no presente estudo, nXo aprasmntqu wna relagio dose-
’respmsta.-’ ' .-

2.5~ fAvalisgao histplagica do efeito da iﬁgeatﬁm de Eritrosina em.

ratos KWistar.,

Sob o ponto de vista MACrosCopicn, OB orgios avaliados dos
animais utilizados neste estudo, apresentaram—s@, Na SUA AALONLA,
NOrmaxs.

Um  animal do grupo controle (grupo C1 - femwdasr & ud
animal experimental (grupe A - 1000 mg/kg peso carporas - {dmeas)

apresentaram Ccisios renals observaogos s0 proceder-se a sxcisd3o do

.

&7



TABELA 11— PesO Relativo dos Org¥os dos Animal s

ingestéo do Corante Eritrosinag

Submetidos &

NIVEL DE INGEBTRO FIBADD BAGO RIM
FEMEAS

o 3,23 0,40 0,78

107 %,38 0,58 o,B88

556 3,01 0,54 0,87

1193 5,43 0,57 0, 5
MACHOS

o 3,15 0,27 0,77

91 %, 24 0,28 0,83

527 2,97 0,35 0,81

1086 2,90 0,30 0,82

0,059
G, 001
0,047

0,058

._.-...—_n..—-.....—....-—-.—.-_u«-._m.—.—---—_..__...-—.-_........(..—..-.-..-_..—_m_-.---m...._m-m—-..._umm._.m._

PESO  RELATIVO -~ Feso do ara¥o por kilograma de peso

final do periodo gxperimental . fegnn médios par® cad

L

U

dn animal &0

a grugpo.



TABELA 12 - Analise de Variancia para Peso relativo dos Orglos de

fatos Wistar Femeas Submetldos & Ingestdc do Corante Eritrosing

~ FIGADO
50 Bl oM F
-5 -5
FRTOR 7,02 » 10 3 2,34 % 10 1,05
-5 . -5
ERRD 58,05 x 10 26 2,23 » 10
TOTAL &5, 07 ¥ 16 2%
~ EAGOD
S0 6L QM E
~b -3
FATOR 1,17 » 10 3 5,92 x 10 0,75
-5 -
ERRO {7,6 » 10 26 5,25 ot
TOTAL $4,8 x 1G° 29
~ RINS
. 50 &L O F
~b ok
FATOR 4,39 % 10 g 1,46 w 10 - 0,27
ERRO 1,‘2'3";{‘“5)i 28 A,97 % 16°
TOTAL 1,34 X o) 29
— BEXIBA
80 GL G £
-3 -3
FATOR 6,58 u 10 3 2,16 3 10 0,86
ERRD b, 55 % 167 26 2,52 n 10
TOTAL 7,20 % 10 G
F tabelado paya nivel de 5ignificancia de 5o o= 2,89
1 % o= 4,64

&H9



TABELA 1% ~ Analise de Variancia para Peso Relative dos rgdios de

Ratos Wistar Machos gubmetidos & Ingest¥o do Corante Eritrosina.

- FI1GADD
56 G oM F
~d -5
FATOR Z,60 x 10 = 1,20 = 10 0,47
ERRD 4,12 x 16" 16 2,58 x 16°
=4
TOTAL. 4,48 % 10 19
- BAGD
S0 BL o g F
- -3
F&ATOR 1,92 » 10 3 by41 % 10 L E, S
_ N A
ERRD 2,73 » 10 16 1,71 » 10
TOTAL 4,65 % 1&5 19
- RINS
_ ] 50 BL. &M £
- b -3
FATOR 1,09 » 10 3 3,63 x 10 . 0477
- -b e
ERRO 7,53 % 10 16 4,71 x 10
TOTAL 8,62 X 1dL 1%
~ BEX1GA
G0  BL G F
-1 -% .
FATOR 1,08 x 10 X 3,61 w 10 0,50
ERR( 1,15 16L ' 16 7,17 x 16’g
TOTAL 2,25 H 16 15
F tabelado para nivel de significiancia 1= 5 %= 3,24
1 % = 5,29
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argion. Foram, mistologicanents estes grgioe se mostraran normal 5
tanto cortex como papila renal eram tecidos organizados e
funcionais . Os cistos alteraram Apenas a relagdo da papila ranai
com & cértex, separandoras  em maior extensio do que oQCOrTE
normalmente no rato.

2 maioria dos animais, GO "tantn controles Como
pxperimentais, apresentaram peguenos nadulos (2 a 4 mm}
sebranquigados, internos & parede do intestino grosso e delgado.
Eestes nodulos, qgue histglmgicamente, se revelaram comn Placas de
Feyer hipertrofiadas, eram mem circunscritos e sua primeira
localizagdo sempre foi a nivel do ceoo. Outros nodulos, em
numeEre  total de dolis A& cinco, se localizavam ao lonao oo
intestinos, prdenda sSer encontrados até na porgo terminal  do
intestinu grosso.

Todos O©Os animals submetidos a ingestdo de Eritrosina,
apresentaram A parede do tubo digestivo impregnéda internamente
pelo corante. Do estimaga a0 reton, as anostras de tecido antes de
serem fixadas, foram lavadas com solugio salina e ainda assim, &%
paredes continuavan coloridas pela Eritrosina. As fezes das
animais também apresentaram coloragio vermelbo nrofundo g todos
os animais exibiam distengso dis c8co.

Estas ohsprvaghes estio ¢e acorto com o resul tadoes
relatados por Hansen & col., 1973 & Qutterworth @ col., 1976 gue
estudaram. tampém o etfeito da ingestic de di ferentes doses de
Eritrosina & niveis de Qj 0,25 0,03 1,0 e 2,0 % na diets,
porrespondendo, respectivamente, a ingestio de @, 160, 330, 690 e

1750 mg/ka de peso Corporso dos ratos machos @ & O, 170, A70, 730
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g 1470 'mg/Hg de peso corporen dos ratos femeas utilizados nos
experimentos.

A cbservagio histoldgics dos argdos revelou também que tanto
em animais controles como em animais experimentais ocorria

parasitismno da bexiga pelo Trichosomnides crasgiscands

{Trichinelloidea’.

Tanto ros animais controle quanto nos expostos a Eritrosina,
observou—se uma generalizada infiltra;éo linfocitaria, a nivel
pulmonar, hepdtico, submucosa do tubo gigestivo {(do esﬂéaga ao
reto) e eventualmente renal. Na submucosa do tubo digestivo esta
infiltragdo era sempre accmpanhada ﬁor numerosué epsindfilos.
Estas respostas de natureza inflamatoria gncontradas nos énimais,

podem ser atribuidas ac parasitismo pelo Trichosomoides

Todos o0os bagos, dos animais controle 2 dos submetidos a
ingéstao de Eritrosina, apresentavam polpa brancg com sinals de
hiperatividade e na polpa vermelha eram abundantes os depositos
de hemossiderina.

Todos o= Hrg2os retirados dos animaizs whilizados neste
estudo foram avaliados ao Microscopio Optico, nidoc tendo sidd
verificada nenhuma anomalia tissular. Para melhor ilustragdo, nas
Figuras 2@ e 10 estio apresentadas, respectivamente,
&otuTicrngra+ias ' do trato gastrointestinal e das gléandul as
anexas, sistema linfocitaric e pulmEo dos ratos submetidos -a

ingest&n aproximada de 1000 mg de Eritrosina/kg p.c.
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FIBURA

FIGURA

FIGURA

F IGURA

FIGURA

FIGURA

Z.1- Esdtago, porgio média, sem alteragbes de qualguer

natureza (aumento 300 vezes).
7.2~ EstOmago, regido fuandice: mucosa géstrica Integra sem
sinais de erosio (aumento 120 vezes),.

9.3— Intestino delgado, Jejuno. Mucosa Jejunal bem
preservada. Cé&lulas de descamagio em guantidade
normal {aumento 120 vezes).

F.4~ Intestino deigadn, ilen. A8 vilosidades cortadas
transversalmente apresentam—se inﬁagras. Ausencia de
infiltrados na submucosa (aumento 120 veres).

?.5— Detalhe da Ffigursas G.43 vilosidades cortadas
transversalmente, demaonstram a perfeita integridade
do epitélic (aumento S00 vezes).

Y.6— Intestino grosso, céco. Dbﬁervagﬁp pancramica aa
céco. A pequéna infiltrago linfocitaria & a
esﬁérada para esta porgém'du tubo digestiveo {(aumento

50 vezes).



[GURA 9 - Fotomicrografias de cortes histolégicos (coloracao Hematoxilina
e Eosina) do trato gastrointestinal de ratos submetidos & inges

=

tao de 1000 mg de Eritrosina/Kg de peso corpéreo.



FIBURA 10.1- Pancreas exocrino: acinos bem configurados, exibindo
a caracteristica basofilia (aumento 120 vezes).

FIGURA 10.2- Fulmdo: contiguragao normal . N&o " proryem

infiltragdes, assim como as ceélulas de Fupfer n3o
exibem fagocitosze hiperativada (aumento 120 vezes).

FIGURA 10.3— Bago: nodulos com coroa linfocitaria ativa, os quais,
entretanto, foram também ‘verificados nos aﬁimais
controle (aumento 120 vezes).

FIGURA 10.4- Bago: para efeito comparativo, apresenta—-se outros
nadulos com pstadiamento distinto da figura
anterior. Ambas as figuras caracterizam um orgdo
linfoide ative e normal (aumento 120 vezes).

FIGURA 10.%— Rim: regi%o cortical. Glomérulos, tdbulos proximais
e distais normais (aumento 120 vezes).

FIGURA 10.6~ Fulmio:dois bronguiclos propriamente ditos e artéfia
pulmonar. Feqgueno infiltrado lin$acitérim adjacente
aoa- primeiros. Tais infiltrados ocorreram tanto nos
animais controle como naquel es submetidos =
diferentes ingestbes de eritrosina {aumento 120

veres).



FIGURA 10 - Fotomicrografias de cortes histoldgicos (coloragdo Hematoxilina
g 4 . .

e Eosina ) das glandulas anexas, do sistema linfocitario e do

pulmdao de ratos submetidos a ingestao de 1000 mg de Eritrosina

por Kg de peso corporeo.



V- CONCLUBOED

Os resultados obtidos e8m  NOSS0 trabalho permitem—nos

concluir gues

- Tpdos o corantes organicos sintéticos artificiais testados

inibem, a respiragido de mitoctndrias isocladas de figado e de raim
de ratos Wistar, senda gus esta inibigdo ooorre Bm ordem
decrescente para o% corantes nantenos (Eritrosing)
trifenilmetanas (fzul Brilhantel, aros (Vermelho Solide B,

Escariate G, Ponceaud 4R, VYermelho 47, Amarelo Crepuscul oy
Larania OB e amarelo de Tartrazina) e indigoidas (fzul de
Indigotinal. Eﬁta inibigi#g onorre tanto Na  precengs de o
cetoglutarato (substrato respiratério de sitieo 1) guanto de
succinato {gupstrato Fespiratdrio de sitio 117, contorme
verificado atraves dx  diminuigio da velocidade de consuno de

oxigéEnio no estado i11,desacoplado.

- A administragio de Eritrosina nas doses aprmni;adaa de Oy 100,
500 e 1000 mgiké pa.t. & ratos Wistar, machos e feémeas, gue ante 70
dian, RaD provaoa fiferenga significativa, A nivel de 5%, no
ganha de peso do= ahimais, assim cono nEo  afeta & fungao

respiratoria mitocondrial dos oRsSMO5.

- 0 peso re=lative dos drgios (figado, rinsg, bago & bexigal) do=
ratos Wistar supmaetidos & ingestio de Eritrosina, n&o aprementa
diterenga significativa, a nivel de %, gusndo comparatds  Com 0%
animaiz controle, co@ eucagio do pEsS0 do baco dos ratos machos

(0,05 » B 3 0,025},



- Wgo ouorrem alteragies norfolbglcas NOS oOrgRos {(pulmdio,
Figado, estamagn, L0, intesting grossc B gelgado, bexiga, rins
e adrenais? dos animals submetidos & ingestdo de Eritrosine, com
excecio de distengic do ceco. De manaira semelhante, & avaliagao
ap Microscopio Optico dos GrgBos mencionados n%ﬁ revela nenhuma

anomalia tigsular.

Finalmente, © conjunto dé resuiiadma obtidos permite afirmar
que, nas condiglies gxparimentais ptilizadas, & Eritrosinas  NEQ
afeta a fungHo respivatdria mitocondrial de ratos Wistar, apesar
de apresentar inibigdo da mEEma nog estudbds realizados  com &

mitoctmdria jwolada.
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