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RESUMEN

Se determino el efecto citotoxico de la Tartrazina en el indice mitdtico de células meristematicas de Allium
cepa expuesta a diferentes tiempos y concentraciones. Para ello, bulbos enraizados de A. cepa se expusieron a 0
mg/mL, 0.1 mg/mL, Img/mL y 5Smg/mL de Tartrazina durante 8 y 24 horas en un diseflo jerarquico.
Posteriormente, las raicillas fueron aisladas, fijadas y coloreadas para realizar el preparado citologico y su
posterior lectura al microscopio. Los resultados mostraron una disminucién del indice mitdtico (IM) en todos los
tratamientos ensayados con respecto al control y testigos, siendo el tratamiento de 5 mg/mL-8 horas el que
generd un menor valor del IM (3.3 %). Asimismo, se observo la disminucion del indice de fases en todos los
tratamientos con respecto al control. Se concluye que la Tartrazina disminuye el indice mitético y de fases de
células meristematicas de A. cepa.
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ABSTRACT

Tartrazine is one of the most widely used artificial colorings in the Peruvian market, this dye has caused
controversy as to its toxic effects, which is why the cytotoxic effect of tartrazine was determined using the
Allium test. For this, bulbs were exposed Rooted A. cepa Tartrazine at 4 concentrations for 2 different times.
Subsequently rootlets were isolated, fixed and stained for cytologic preparation and later reading microscope.
The results showed a decrease in the mitotic index (MI) in all treatments tested Tartrazine from control and
witnesses whose treatment 5 mg / mL-8hrs which genre IM lowest (3.3%), therefore decreases Tartrazine and
mitotic phases of meristematic cells of A. cepa Index., possibly because the meristematic cells of A. cepa
respond to foreign agents inhibiting or delaying the division.
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INTRODUCCION

La Tartrazina es uno de los colorantes artificiales mas utilizados en la industria de alimentos, tales
como bebidas gasificadas amarillas y anaranjadas, bocaditos de tipo chizitos, chocolates, entre otros!-2
que presentan un consumo excesivo e indiferente, por lo que la DIGESA3 normativizd su uso,
solicitando consignar su presencia o ausencia en la etiqueta de los productos, al final de la lista de
ingredientes, en forma especifica, clara, visible, e indubitable, con letra mayuscula y negrita.

La Tartrazina (E-102, CisHoN4Na3O9S,), cuya masa molar es 534,4, pertenece al grupo de los
colorantes azoicos* caracterizados por la presencia del grupo azo (-N=N-) unido a anillos aromaticos,
se presenta en forma de polvo brillante, de color amarillo-naranja, es inoloro, higroscopico, estable en
acidos, soluble en agua y poco soluble en etanol. En condiciones alcalinas adquiere una coloracion
rojizas, y en condiciones de luz solar y a un pH acido es quimicamente inestable®.

En la ultima década, este colorante ha causado controversia en cuanto a sus efectos toxicos, y su uso
fue prohibido en algunos paises como Estados unidos, Japon, Australia y Alemania, que demostraron
induccion de aberraciones cromosémicas y otros efectos genotdxicos en mamiferos’89; ademas, se ha
demostrado in vitro el potencial mutagénico en cultivos de células del estdmago humano!0. Sin
embargo, en otro estudio realizado en Francia concluyeron que la tartrazina no genera aumento de
la frecuencia de células micronucleadas en colon de ratas a las concentraciones de 1000 mg/kg, 200
mg/kg y 20 mg/kg!!.12,

La citétoxicidad y la genotoxicidad del colorante Tartrazina también fue comprobado en un
bioensayo en Allium cepa L. cuyo resultado fue la reduccion significativa del indice mitético y la
presencia de puentes anafasico, telofdsicos y micronucleos!3. Debido a esta controversia se propuso
una investigacion dirigida a determinar el efecto citotoxico de la Tartrazina en células meristematicas
de Allium cepa expuesta a diferentes tiempos y concentraciones, mediante la evaluacion del indice
mitético e indice de fases.

MATERIAL Y METODOS

Material biologico y quimico, seleccion y preparacion de bulbos de A. cepa L.

Se utilizaron bulbos de Allium cepa L. variedad roja arequipefia, adquiridos en el Mercado
Indoamericano de Santo dominguito de la Ciudad de Trujillo (La Libertad), también se utilizo el
colorante industrial amarillo Tartrazina (E-102) en polvo, cantidad 30 g, adquirido en Laboratorios Su
Man. Los bulbos se seleccionaron de acuerdo a criterios de inclusion como la homogeneidad en
tamafio, forma, color, consistencia dura, peso entre 60 y 70 g. y buenas condiciones sanitarias,
seleccionandose aproximadamente 100 bulbos a los que se les aislaron las catafilas y raicillas secas
teniendo cuidado de no daiiar el disco radicular.

Acondicionamiento del material biologico y exposicion de raicillas de A. cepa a soluciones
de Tartrazina

Los bulbos de A. cepa L. se colocaron en vasos descartables de 100 mL con agua potable procurando
mantener sumergido solo el disco radicular con recambio diario de agua, después de 72 horas (3 dias)
de crecimiento de raicillas, se seleccionaron 12 bulbos con mayor numero de raicillas con 2 a 3 cm.
de longitud, a fin de asegurar la presencia de células con una cinética mitdtica constante. De los bulbos
seleccionados, el grupo control (3 bulbos) se mantuvieron en agua potable y los otros tres grupos cada
uno de 3 bulbos fueron expuestos a soluciones de Tartrazina a concentraciones de 0 mg/mL (T2 y T3),
0.1 mg/mL (T4 y T5),1 mg/mL (T6 y T7)y 5 mg/mL (T8 y T9) durante 8 y 24 horas, respectivamente,
siguiendo un disefio Jerarquico o anidado (Tabla 1)

Fijacion conservacion y coloracion de raicillas de A.cepa.

Después de 8 horas de exposicion, se cortaron la mitad del numero total de raicillas de cada bulbo y
la otra mitad, se cortaron a las 24 horas; finalmente, cada raicilla se fijo en solucion de Carnoy’s y
fueron conservados a 4°C, las raicillas fueron retiradas de la solucion fijadora de Carnoy’s, y se
lavaron 3 veces en agua destilada para retirar los restos del fijador. Luego, se procedid a secarlas con
papel toalla para eliminar los restos de agua de la superficie. Posteriormente, siguiendo la técnica de
Tijio y Levan (1956), se procedio a colorearlas y a realizar los preparados citologicos
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Identificacion, recuento celular y analisis estadistico

Se realizo la identificacion de las fases mitdticas y recuento celular de aproximadamente 3000
células meritematicas de cada tratamiento. Posteriormente, se calcularon los indices mitoticos e
indices absolutos de fases. Y también se evaludé la estimacion mediante la prueba estadistica de
ANAVA para un Diseflo Anidado. El Disefio anidado permitird encontrar y reducir las diferencias
significativas entre raices de un mismo bulbo, entre raices de diferentes bulbos y entre tratamientos.

RESULTADOS

Se encontré que la Tartrazina mostré un efecto citotoxico para las células meristematicas de
ejemplares de A. cepa expuestas a diferentes concentraciones y tiempos. Al comparar cada testigo (0
mg/mL-8 horas y 0 mg/mL-24 horas) con su tratamiento respectivo se puede observar una reduccion
significativa (p<<0,055) del indice mitotico, siendo el tratamiento 5 mg/m-8 horas (T8) el que causo el
mas bajo Indice mitético en sus bulbos anidados (Tabla 1).

Se observo, asimismo, que el proceso mitotico en las células tratadas con Tartrazina se altera,
observandose mayormente células en fases terminales: anafase y telofase (Fig, 1); sin embargo, como
corresponde, el 6ndice profasico es le que prevalece inicialmente y luego decae drmaticamente en las
células tratadas, a diferencia de las otras fases que no sufren mayores aumentos (Fig. 2).

Tabla 1. Promedio y Desviacion estindar del indice mitético absoluto de células meristematicas de A/lium cepa
expuestas a diferentes tiempos y concentraciones de Tartrazina

Tratamiento T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9

Bulbo Omg/ml-Oh  Omg/ml-8h ~ Omg/ml-24h  0.1mg/ml-8h 0.1mg/ml-24h  1mg/ml-8h  1mg/ml-24h  5mg/ml-8h  5mg/ml-24h
Bulbo 1 10.0+£0.6 9.9+0.5 6.5+1.8 8.8+0.3 7.1£2.1 5.3£0.5 40+15 3.7#1 4.5+2.6
Bulbo 2 4.1£1.5 10.1+0.2 3.7+1.8 7.3x0.9 5.9+1.3 4.6+1 3.8+0.4 3.3+1.5 4.4+1.2
Bulbo 3 3.0+0.8 10.3+0.3 3.7+0.9 6.7+1.3 5.8+1.8 3.8+0.9 4.2+1.2 3.3+0.4 4.7£1
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Fig. 1. Microfotografias de células meristematicas de A/lium cepa coloreadas siguiendo la técnica de Tijio y
Levan (X400): izquierda, sin ninglin tratamiento (hay presencia de células en las cuatro fases de la mitosis) y
derecha, tratadas con 5 mg/mL de Tarzatina durante 8 horas (T8), notese la presencia mayoritaria de células en
profase y anafase.
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DISCUSION

La poblacién meristematica formada por células expuestas a diferentes dosis de Tartrazina muestra
una reduccion del indice mitotico; como una validacion de este investigacion, hay estudios anteriores
tanto en células vegetales como animales que indican que la Tartrazina produce un efecto citotoxico y
genotoxico’8, esto se debe a que las células cuando se encuentran en medio con condiciones
extracelulares desfavorables, retrasan su progresion e incluso pueden entrar en un estado de reposo
especializado, o también puede suceder cuando la células sufren mutaciones por cualquier tipo de
agentes, esto provoca la inactivacion de los genes encargado del control del ciclo celular o llamados
genes cdc, deteniendo el ciclo celular en puntos de control especificos principalmente en los dos
primeros; en el punto de control de G1 y punto de control de G214, lo significaria que el ciclo celular
de varias células se quedarian detenidas en interface.

Silvials realiz6 una investigacion de la citotoxicidad de la Tartrazina en A. cepa y obtuvo una
reduccion del indice mitdtico de 10.5 en su control a 7.6 (0.4 mL - 24 horas); ademas, pudo observar
la presencia de puentes anafasico, telofasicos y microntcleos. Esto indicaria que la Tartrazina tiene
una actividad antiproliferativa en células meristematicas de A. cepa. Los resultados de la presente
investigacién también muestran que las raices del bulbo 2 y bulbo 3 del control (Omg/mL — 0 horas) y
del testigo dos (Omg/mL-24 horas) presentan alteraciones en el IM, es interesante ver como células
meristematicas expuestas a agua varian sus IM, probablemente esto se deba a un efecto sinérgico del
tiempo prolongado de exposicion al Carnoy!¢, la contaminaciéon con pequeias cantidades de
soluciones de Tartrazina que pudo haber sucedido en el sistema de experimentacion Ia
heterogeneidad del tamafio de la raiz.
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Fig. 2. Promedios de Indice absoluto de fases de células meristematicas de A//ium cepa expuestas a diferentes
tiempos y concentraciones de Tartrazina

En cuanto a los indices de fases (Fig. 2,) las células meristematicas de A.cepa expuestas a 0.1
mg/mL, 1 mg/mL 5 mg/ml también presentan una disminucion de su indice en comparacion con los
testigos, hay estudios que apoyan a este resultado’$. Cabe destacar, al mismo tiempo, que estos
concentraciones estan por encima de la IDA de la Tartrazina (0-7,5 mg / kg de peso corporal-dia)!7.18,
Asimismo, hay estudios de toxicologia genética que mostraron que la Tartrazina no tiene potencial
mutagénico!9:20,

Por tanto parece, tanto en humanos como en animales de laboratorio, que la absorcion oral y
metabolismo de Tartrazina son extremadamente bajas. Estudios toxicocinéticos publicados en la
literatura muestran que menos del 2% de la Tartrazina es ingerido absorbida2?!. La mayor parte de este
colorante se metaboliza facilmente en el colon por la flora intestinal!7.!8, El metabolito urinario es
importante acido sulfanilico que se produce después de la reduccién Tartrazina por las bacterias
intestinales?2. Al mismo tiempo, utilizando microsomas de higado de bovino, que se supone que imitar
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microsomas hepaticos humanos como fuentes de enzimas de CYP2A6 y UDP-glucuronosiltransferasa
(UGT1A6 y UGT2B7) se encontrd que la Tartrazina no es un sustrato para estos enzimas2.

En humanos, después de la ingestion de 100 mg, ni rastro de la Tartrazina fue encontrado en la orina
de los voluntarios?4. Un estudio in vitro realizado sobre las bacterias intestinales de cinco sujetos
confirmaron la reduccion de Tartrazina por el flora intestinal?s. Estos estudios indican que en
humanos y en animales de laboratorio no causa ningun efecto citotdxico debido a su metabolismo, sin
embargo no podemos decir que la Tartrazina no tiene ningtin efecto adverso, porque debemos tener en
cuenta las diferentes respuestas de cada organismo, y los factores extrinsecos que influyen en la
experimentacion; ademads el Test Allium tiene una mayor validacion que las células de animales,
asimismo los resultados obtenidos en esta investigacion indicarian posiblemente un efecto citotoxico
para las células meristematicas de A.cepa.

CONCLUSION

e La Tartrazina disminuye el Indice mitotico y de fases en células meristematicas de A//ium cepa
expuesta a diferentes concentraciones y tiempos, a partir de esto resultados se infiere que este
colorante presenta efecto citotoxico.
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