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NUNES, N. M. F. Determinagdo de impactos celulares e sistémicos de
aditivos alimentares de aroma e sabor usando modelos laboratoriais in
vitro e in vivo: enfoque toxicoldgico, fisiolégico e nutricional. Orientador:
Prof. Dr. Paulo Michel Pinheiro Ferreira, 2018. Dissertacdo. Programa de P0s-
Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal do Piaui,
Teresina.

RESUMO

Os aditivos alimentares apresentam importancia tecnoldgica na indastria de
alimentos. Contudo, ha poucas pesquisas quanto as propriedades toxicologicas
em nivel celular e sistémico. Diante disto, o objetivo desse estudo foi avaliar a
atividade citogenotdxica in vitro de aromas alimentares sintéticos idénticos ao
natural, identificar os constituintes do aromatizante de manteiga e alteracdes
toxicologicas in vivo. Para tanto, uma revisdo de literatura foi realizada a
respeito do uso, legislagdo, bem como o0s riscos de classes de aditivos
utilizando banco de dados. Foram realizadas a avaliacao da citogenotoxicidade
em células de Allium cepa e tumorais humanas (ensaio MTT) e em culturas
primarias de células mononucleares do sangue periférico (PBMC) e murinos
com o ensaio de Alamar blue dos aromas sabor de manteiga, queijo cheddar e
cebola. Por fim, identificacdo dos contituintes do aromatizante sabor manteiga
(AM) e avaliacdo da citotoxicidade frente a Artemia salina e em células normais
humanas de fibroblasto de pulmdes (MRC-5) por Alamar blue, seguido de
estudo toxicolégico em dose Unica observando parametros gerais de
comportamento por screening hipocratico, taxa de letalidade e estimativa da
DL50, assim como avaliacdo da atividade exploratéria, coordenacdo motora e
ansiedade por meio dos testes de campo aberto, barra giratoria e labirinto em
cruz elevada, respectivamente do AM. Foi possivel constatar um consideravel
namero de publicacbes mostrando as diversas formas de uso, legislacGes
nacionais e internacionais e atividades toxicologicas em nivel celular e
sistémico das principais classes de aditivos. Os aromas sabor de manteiga,
queijo cheddar e cebola demonstraram efeito citogenotéxico com diferencas
significativas quando comparado ao controle em todos os testes (p<0,05). Os
resultados por CG-MS demonstraram que 0s constituintes presentes no AM
foram butanoato de etila (97,75 %), 2,3-butonadiona (1,51%), Acido butanoico
(0,39) e hexanoato de etila (0,35%). Em 24 horas o AM revelou CLsg 14,7(13,7-
15,7) mg/mL revelando-se nao citotéxico aos nauplios. Na avaliacdo da
atividade citotéxica de MRC-5 observou-se Clsg >50 pug/mL, revelando atéxico
as células. Na toxicidade aguda in vivo, observou-se morte em todas as doses
testadas o que foi possivel estimar a DL50 >30-300 mg/kg inclindo-se na
categoria 3 de acordo a Globally Harmonised System (GHS). Os resultados do
Screening hipocratico mostraram a auséncia de mortalidade no 1° dia
analisado e presenca de sinais clinicos sugestivos de toxicidade, e alteracdes
comportamentais exploratorias e motoras. Na analise do efeito do AM no
tratogastrointestinal observou-se aumento percorrido pelo carvao ativado e
consequentemente diminuicdo do peso relativo (p>0,05). Portanto, os aromas
estudados revelou efeitos de toxicidade a nivel celular e sisttmico em modelos
experimentais in vitro e in vivo.

PALAVRAS-CHAVE: Legislagdo. Citotoxicidade. Toxicidade aguda. Efeitos
digestérios. Acédo central.



NUNES, N. M. F. Determination of cellular and systemic impacts of flavor
and flavor food additives using in vitro and in vivo laboratory models:
toxicological, physiological and nutritional approach. Supervisor: Dr. Paulo
Michel Pinheiro Ferreira, 2017. Dissertation, Post-graduation Program
Pharmaceutical Sciences, Nucleus of Pharmaceutical Technology, Federal
University of Piaui, Teresina.

ABSTRACT

Food additives are technologically important in the food industry. However,
there is little research on toxicological properties at the cellular and systemic
levels. Therefore, the objective of this study was to evaluate the in vitro
cytotoxotoxic activity of synthetic food flavorings identical to the natural one, to
identify the constituents of the butter flavoring and toxicological changes in vivo.
To do so, a literature review was conducted regarding the use, legislation, as
well as the risks of additive classes using database. Cytotoxicity was evaluated
in Allium cepa and human tumor cells (MTT assay) and primary cultures of
murine peripheral blood mononuclear (PBMC) cells with the Alamar blue assay
of butter, cheddar and onion flavor aromas. Finally, identification of flavor butter
flavoring (AM) constituents and evaluation of cytotoxicity against Artemia salina
and in normal human lung fibroblast cells (MRC-5) by Alamar blue, followed by
a single dose toxicological study observing general parameters of hip ratio
screening, lethality rate and LD50 estimation, as well as assessment of
exploratory activity, motor coordination and anxiety through the open field,
turntable and high cross maze tests, respectively. It was possible to observe a
considerable number of publications showing the different forms of use, national
and international legislation and toxicological activities at the cellular and
systemic level of the main classes of additives. The flavor aromas of butter,
cheddar and onion showed a cytotoxotoxic effect with significant differences
when compared to the control in all the tests (p<0.05). The results by GC-MS
showed that the constituents present in the AM were butanoate of ethyl
(97.75%), 2,3-butonadione (1.51%), butanoic acid (0.39) and ethyl hexanoate
35%). In 24 hours AM revealed LC50 14.7 (13.7-15.7) mg / mL and it was non-
cytotoxic to nauplii. In the evaluation of the cytotoxic activity of MRC-5, IC 50>
50 pg/mL was observed, revealing non-toxic to cells. In acute toxicity in vivo,
death was observed at all doses tested, which was possible to estimate LD50>
30-300 mg/kg by falling into category 3 according to Globally Harmonized
System (GHS). The results of the Hippocratic Screening showed the absence of
mortality on the 1st day analyzed and the presence of clinical signs suggestive
of toxicity, and exploratory and motor behavioral changes. In the analysis of the
effect of AM on the gastrointestinal tract, an increase was observed in activated
carbon and consequently a decrease in relative weight (p> 0.05). Therefore, the
flavors studied revealed toxicity effects at the cellular and systemic levels in
experimental models in vitro and in vivo.

KEYWORDS: Legislation. Cytotoxicity. Acute toxicity. Digestive effects. Central
action.
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1 INTRODUCAO

A importancia dos alimentos para a humanidade € inegavel. Embora a
necessidade de se alimentar tenha mantido imutavel ao longo dos tempos, a
forma como consumimos alimentos tem sofrido mudancgas profundas
(CAROCHO et al., 2015). Essas mudancas estdo relacionadas a adicdo de
varios ingredientes aos géneros alimenticios, os chamados aditivos
alimentares, melhorando suas propriedades em conferir; restaurar e/ou reforcar
a cor, como o0s corantes; viabilizar a vida Gtil dos produtos alimentares através
dos conservantes; reforcar o sabor dos alimentos como os realcadores de
sabor (KONISH; HAYASHI; FUKUSHIMA, 2013; CAROCHO et al., 2015;
PAULA NETO et al., 2017).

Como qualquer substancia destinada ao consumo humano (ou animal),
os aditivos alimentares seguem normas de seguranca estabelecidas por 6rgaos
reguladores que avaliam e aprovam seu consumo tais como a European Food
Save Authority (EFSA - Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos),
Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (JECFA - Comité de
Peritos sobre Aditivos Alimentares) da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e
da Organizacdo das Nacbes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO),
fornecendo informacgdes de seguranca em especifico dos niveis maximos com
a Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) e a Food and Drug Administration (FDA —
Administracdo de Alimentos e Medicamentos) e a Federal Emergency
Management Agency (FEMA - Agéncia Federal de Gestdo de Emergéncias)
dos Estados Unidos utilizando o Generally Recognized as Safe (GRS-
Geralmente Reconhecido como Seguro) para o uso de aditivos alimentares e
harmonizacao dos padrdes internacionais e nacionais de alimentos. Os cédigos
de seguranca GRAS e IDA sao estabelecidos com base em dados cientificos
por meio de estudos toxicolégicos em orgaos e sistemas (Ex.: figado, rins,
sistema cardiovascular etc.) e em modelos pré-clinicos com analise citotdxica,
genotoxica e mutagénica utilizando modelos in vitro (cultivos celulares) e in vivo
(camundongos) para determinar possiveis efeitos danosos e identificar niveis
de efeitos adversos nao observados (NEANO) (SASAKI et al., 2002; PICCIN et
al., 2009; MPOUNTOUKAS et al., 2010; SOFFRITTI et al., 2010; ZENGIN et
al., 2011; MORE et al., 2012; KONISHI; HAYASHI; FUKUSHIMA, 2013; THIAM
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et al.,, 2014; SHARMA, 2015; VAN EYK, 2015; YADAV et al., 2016; PAULA
NETO et al., 2017; SJOSTEDT et al., 2017).

Dentre os aditivos que tém ganhado atencdo especial estdo os
aromatizantes. Atualmente, eles sdo “elementos essenciais” em praticamente
todos os produtos alimenticios, quer sejam preparados frescos ou
industrializados, apresentam importancia organoléptica e garantem estabilidade
das caracteristicas préprias como sabor e odor dos alimentos durante a
fabricacdo e armazenamento, aumentando o interesse e a adesdo dos
consumidores (MARIOTTO, 2007). A singularidade dessas substancias, quanto
as possibilidades de riscos, est4 na auséncia de definicdo da IDA embora com
status GRAS (Geralmente Reconhecido como Seguro) e normatizacdo para
uso quantus satis, ndo devendo usar altas doses, pois em grandes quantidades
0S aromatizantes podem causar danos a saude, embora ndo haja uma
definicdo de quais doses sejam consideradas elevadas ou mesmo baixas, nem
quais aromatizantes causam efeitos téxicos (BRASIL, 2007; BRASIL, 1999;
SALINAS, 2002; POLONIO; PERES, 2009).

Embora tenham sido considerados como totalmente inofensivos a
saude, sob o ponto de vista toxicolégico e apesar de toda a regulamentacao
existente, muitos questionamentos tem sido levantados quanto a seguranca do
emprego de aditivos alimentares, o que implica na constante necessidade de
reavaliacdo e investigacdo da seguranca, uma vez que os aditivos tem sido
amplamente consumidos e ha relatos (muitos ndo comprovados) que aditivos
sejam o0s responsaveis pelo surgimento de diversas doengas como
cardiometabolicas e neoplasicas (PRADO; GODOQY, 2003; POLONIO; PERES,
2009; KONISHI; HAYASHI; FUKUSHIMA, 2013).

Diante do exposto, a presente dissertacdo intitulada “DETERMINACAO
DE IMPACTOS CELULARES E SISTEMICOS DE ADITIVOS ALIMENTARES
DE AROMA E SABOR USANDO MODELOS LABORATORIAIS in vitro E in
vivo: ENFOQUE TOXICOLOGICO, FISIOLOGICO E NUTRICIONAL”, foi
estruturada em capitulos com intuito de realizar uma revisdo bibliografica
abordando o uso, beneficios e legislagdo, bem como os riscos das mais
importantes classes naturais ou sintéticas de aditivos alimentares (Capitulo 1),
avaliar o potencial citotoxico in vitro de compostos aromatizantes liquidos

salgados em células vegetais, murinos e humanas normais (Capitulo 2) e
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fornecer informacdes quimio-toxicologicas do aromatizante sabor manteiga por

analise cromatogréfica e estudos in vivo (Capitulo 3).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar a atividade citotoxica e genotodxica in vitro de aromas alimentares
sintéticos idénticos ao natural, identificando os constituintes do aromatizante

sabor de manteiga e alteracfes sistémicas in vivo.

2.2 Objetivos especificos

- Realizar uma reviséo bibliografica abordando o uso, beneficios, a legislacéo,
bem como os riscos das mais importantes classes naturais ou sintéticas de
aditivos alimentares;

- Avaliar a citogenotoxicidade in vitro de aromas sintéticos alimentares sabores
de manteiga, cebola e queijo cheddar em células vegetais, murinas e humanas
(normais e tumorais);

- ldentificar o perfil de componentes do aromatizante sabor de manteiga,
avaliando a citotoxicidade in vitro em fibroblastos normais de pulméo (MRC-5)
por meio do teste Alamar blue, verificando a toxicidade frente aos modelos
experimentais microcrustaceo Artemia salina, determinando a concentracdo
letal média (CLsp) e verificando a toxicidade em camundongos adultos Swiss
fémeas, estimando a dose letal 50% (DLsp) para determinar sua acdo no

sistema nervoso central de roedores e relacionadas ao trato gastrointestinal.
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CAPITULO |

“Alimentos Aditivados”: 0 uso, a regulacao e a toxicologia dos aditivos

alimentares

(Previséao de submissdo: Food and Chemical Toxicology — A2)
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RESUMO

A adicdo de aditivos alimentares tem sido uma pratica comum utilizada na
industria de alimentos. Essa prética tem aumentando devido as mudancas nos
padrées dietéticos da sociedade, como o0 consumo de alimentos
industrializados com maior durabilidade e praticidade. Apesar da importancia
tecnoldgica, nos ultimos anos, houve uma crescente atencdo quanto ao uso e
seguranga de aditivos alimentares em virtude da exposi¢cdo continua em
quantidades relevantes em diversos alimentos. Portanto, esse trabalho teve
como objetivo o desenvolvimento de uma revisdo sistematica sobre a
importancia, uso, legislacéo e toxicidade dos aditivos mais citados na literatura.
Foram selecionados documentos dos bancos de dados google schoolar, scielo,
science direct e pubmed utilizando palavras-chave aditivos alimentares ou food
additives e suas correlacbes com use ou uso, legislation ou legislacdo e
toxicidade ou toxicity. Assim, foram encontrados documentos sobre aditivos
alimentares demonstrando a importancia do uso, propriedades tecnolégicas e
normatizacdes criadas por orgaos fiscalizadores nacionais e internacionais.
Dentre as classes de aditivos, vem recebendo atencdo do ponto de vista
toxicolégico o0s aromatizantes, corantes, conservantes, edulcorantes,
realcadores de sabor e antioxidantes por apresentarem relagbes com
alteracdes em nivel celular, em diversos 6érgdos principalmente do Sistema
Gastrintestinal, no Sistema Nervoso Central (SNC) e no Sistema Nervoso
Autdbnomo, como também Hipersensibilidade, Teratogénico, Embriotoxico,
Nefrotoxicidade, Hepatotoxicidade, Diabetes tipo I, Bronquiolite obliterante e
morte. Embora amplamente utilizado pelos consumidores, com importancia
para industria alimenticia e fiscalizados quanto aos riscos a saude humana por
parte dos 6rgaos reguladores, inUmeras sdo as publicacdes que demonstram a
relacdo de toxicidade com algumas classes de aditivos alimentares, o que
exige, constantemente, o aperfeicoamento das acfes sanitarias de controle
alimentar visando a protecdo a saude da populacdo e a atualizacdo de
regulamentos técnicos sobre uso e limites diarios dos aditivos alimentares.
Portanto, essa revisdo representa uma grande relevancia para o
desenvolvimento de pesquisas referente aos aditivos alimentares, em especial
sobre a toxicidade e sua relagdo com a saude humana.

PALAVRAS-CHAVE: Aromatizantes. Compostos sintéticos. Fiscalizacéo.

IndUstria alimentar.
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ABSTRACT

The addition of food additives has been a common practice used in the food
industry. This practice has been increasing due to changes in dietary patterns in
society, such as the consumption of industrialized foods with greater durability
and practicality. Despite the technological importance, in recent years, there
has been increasing attention on the use and safety of food additives because
of continuous exposure in relevant quantities in various foods. Therefore, this
work aimed to develop a systematic review on the importance, use, legislation
and toxicity of the most cited additives in the literature. We selected documents
from google school, scielo, science direct and pubmed databases using
keywords food additives or food additives and their correlations with use or use,
legislation or legislation and toxicity or toxicity. Thus, documents on food
additives were found demonstrating the importance of the use, technological
properties and standards created by national and international enforcement
agencies. Among the classes of additives, flavorings, dyes, preservatives,
sweeteners, flavor enhancers and antioxidants have been receiving from the
toxicological point of view because they present relations with changes at the
cellular level, in several organs mainly of the Gastrointestinal System, in the
Central Nervous System ( SNC) and the Autonomic Nervous System, as well as
Hypersensitivity, Teratogenic, Embryotoxic, Nephrotoxicity, Hepatotoxicity, Type
Il Diabetes, Bronchiolitis obliterans and death. Although widely used by
consumers, important for the food industry and monitored for risks to human
health by regulatory bodies, there are numerous publications demonstrating the
toxicity relationship with some classes of food additives, which requires
constant improvement of the sanitary actions of alimentary control aiming at the
protection to the health of the population and the update of technical regulations
on use and daily limits of the food additives. Therefore, this review is of great
relevance for the development of research on food additives, especially on
toxicity and its relation to human health.

KEY WORDS: Aromatizantes. Synthetic compounds. Oversight. Food industry.
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1 INTRODUCAO

Desde os tempos mais remotos, os aditivos alimentares estdo presentes
na dieta humana. Nossos antepassados usavam, de forma rastica, cloreto de
sodio (sal de cozinha) para conservar carnes e peixes e adicionavam ervas e
temperos para melhorar o sabor (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2017). De
forma quase que retrograda, essa pratica vem se destacando ao longo dos
anos e, embora a alimentacdo in natura e organica tenha ressurgido para
atender as exigéncias de um publico mais preocupado com a saude a longo
prazo, muitos alimentos colocados no mercado passaram a conter cores,
sabores, consisténcias e aromas artificiais cada vez mais atraentes (POLONIO,
PERES, 2009). E cada vez mais os aditivos naturais e/ou sintéticos tém sido
empregados em alimentos, bebidas, farmacos, entre outros, com o propdsito
de aumentar a sensacao de prazer, palatabilidade, a durabilidade e a ingestédo
de produtos industrializados.

Os avancos tecnoldgicos alimentares expandiram a disponibilidade de
técnicas para conservacao e aprimoramento de alimentos e garantiram as
industrias uma diversidade de aditivos alimentares. Para tanto, estes aditivos
sdo normatizados e regulamentados por diversas entidades nacionais e
internacionais, com defini¢des, classificacdes, restricbes e critérios no que se
refere ao uso, para garantir a seguranca quando obedecidas as condicbes de
producdo (ALL FLAVORS, 2016). O FDA (Food and Drug Administration) é
uma dessas entidades internacionais que ja autorizou nos Estados Unidos o
uso de mais de 3.000 aditivos alimentares (FDA, 2010a).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é o
orgao especificamente responsavel pela elaboracéo e publicacédo da legislacéo
que dispbe sobre o uso de aditivos alimentares e coadjuvantes de tecnologia
de fabricacdo. Para tal, aditivo alimentar € qualquer ingrediente adicionado
intencionalmente aos alimentos, sem o propoésito de nutrir, com o objetivo de
modificar suas caracteristicas fisicas, quimicas, biolégicas ou sensoriais,
durante a fabricacao, processamento, tratamento, embalagem,
acondicionamento, armazenagem, transporte ou manipulacdo do alimento. Ao
agregar o aditivo ao alimento, ele ou seu derivado podera ser convertido em
componente(s) do alimento (BRASIL, 2009).
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Embora se perceba certo rigor na utilizacdo e regulamentacéo, ainda é
perceptivel o descuido na fiscalizagdo do uso de aditivos. Portanto, vale aqui
destacar que apesar dos beneficios aparentes, muitas sdo as duavidas
suscitadas quanto a seguranca do uso, e alguns estudos identificaram a
associacdo do consumo de determinados aditivos alimentares com maior risco
de desenvolvimento de doencas cronicas cardiometabdlicas e neoplasicas
(CHEESEMAN, 2012; YADAV et al., 2016). Diante do exposto, torna-se
importante a realizagdo de uma revisdo sistematica sobre os aditivos
alimentares, com enfoque na importancia de aplicacdo para a industria de
alimentos, na toxicidade celular e sisttmica e na legislagdo nacional e
internacional que regulamenta o que ingerimos, o que bebemos e ao que

estamos expostos diariamente durante as refei¢oes.

2 METODOLOGIA

No presente estudo realizou-se uma revisdo sistematica para o
levantamento de dados bibliograficos e de dados secundarios especificos.
Utilizou-se as bases de dados Scielo, Pubmed, Science Direct e Google
Scholar para pesquisas de artigos cientificos, dissertacbes e teses, além da
busca em sites governamentais para pesquisa de legislacdo especifica
nacional e internacional. Com o propdésito de selecionar estudos em portugués
e inglés, relevantes para a discussdo do tema, foi utilizado para a selecéo
utilizou-se as palavras-chave: “aditivos alimentares” ou “food additives” e/ou
correlagdes com use ou uso, legislation ou legislacéo e toxicidade ou toxicity.

Também foram observados os seguintes critérios de inclusdo: resumo e
texto completo mostrando uso, classificacdo, toxicidade e/ou regulamentacao
dos aditivos alimentares. O periodo considerado valido para a concepcao deste
artigo foi de 1984 a 2017. Os dados em duplicidade e ndo relacionados com o0s

critérios de inclusao foram excluidos.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Levantamento Bibliografico
Um total de 1.564 documentos relacionados a tematica “aditivos
alimentares” foram encontrados, sendo que destes foram utilizados ao total 136
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documentos para o desenvolvimento dessa revisdo: 102 artigos cientificos,
sendo 12 em lingua portuguesa, 01 em lingua espanhola e 89 em lingua
inglesa, 29 sites incluindo do Ministério da Saude, Revistas internacionais de
Alimentos, Governamentais, 2 dissertacfes ou tese e 3 capitulos de livros e
livros (Figura 1).

\ PESQUISA EM BANCO DE DADOS

y

PALAVRAS-CHAVE: Food Additives ou
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Figura 1 - Representacdo esquematica do levantamento bibliogréfico entre 1984 a
2017.

3.2 Aditivos Alimentares

Os aditivos alimentares sé@o substancias adicionadas aos alimentos
intencionalmente sem o objetivo de nutrir, mas de modificar as caracteristicas
dos alimentos e aumentar sua vida uatil (BRASIL, 1997). Segundo a FDA,
aditivo alimentar é definido como qualquer substancia cujo uso pretendido
altere direta ou indiretamente as caracteristicas de qualquer alimento (FDA,
2010a). Mais recentemente, os aditivos tem sido adicionados aos alimentos
para desempenhar fungbes tecnoldgicas. Por exemplo, com a finalidade de
colorir (corantes), adocar (edulcorantes), ajudar a preservar (conservantes)

e/ou conferir sabor e odor (aromatizantes) aos alimentos (EFSA, 2009).
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Aditivos veem desempenhando um papel importante e indispensavel sob
0 ponto de vista tecnolégico por proporcionar aos alimentos processados
condicdes de preservacdo durante as etapas de processamento até a sua
disponibilidade ao consumidor e evitar alteracdo nas caracteristicas
organolépticas (CAROCHO; MORALES; FERREIRA, 2015; SILVA et al., 2016).
Obviamente, tais avancos resultam no aumento de alimentos modificados pela
adicdo de mais produtos quimicos, sempre com o intuito de melhorar o odor,
sabor, cor, textura, propriedade nutricional dos alimentos (KAPTAN;
KAYISOGLU, 2015; SAHU, 2017) e o lucro das empresas (CAROCHO;
MORALES; FERREIRA, 2017), mas tal preferéncia por “alimentos aditivados” &
inata e vinculada as sensacdes de prazer.

Essa “necessidade” humana por aditivos alimentares tem aumentado
devido as mudancas nos padrdes dietéticos da sociedade, aderindo cada vez
mais por alimentos de maior durabilidade e praticidade e, gradativamente,
substituindo os alimentos in natura pelos industrializados (KAPTAN;
KAYISOGLU, 2015; DALL’AGNOL et al., 2013; POLONIO; PERES, 2009).
Dentre os géneros alimenticios industrializados amplamente consumidos pela
sociedade que contém aditivos alimentares incluem os produtos lacteos, tofu
(queijo japonés), alimentos prontos-a-comer, presunto e linguica (SHIM;
SOON-MI., 2011;LEE, 2009), lanches réapidos, refeicdes congeladas,
sobremesas, enlatados e empanados (SILVA et al., 2015).

Do ponto de vista de legislacao internacional e como justificativa para o
uso, o emprego dos aditivos alimentares deve ser feito apenas quando for
vantajoso por questfes de seguranca e desempenhar uma ou mais funcdes
tecnoldgicas, contrariamente do que recentemente vem sendo justificado
quanto aos hdabitos alimentares como se apenas a aparéncia e sabor do
produto para sua aceitabilidade fossem os motivos reais para o uso (CODEX,
1995; PRADO; GODOY, 2003). Nesse sentido, a seguranca dos aditivos
alimentares deve ser rigorosamente fiscalizada (PRADO; GODOY, 2003;
SAHU, 2017; QIU; WANG, 2017).

3.3 Legislacao Nacional e Internacional
O uso dos aditivos alimentares em produtos alimenticios € estritamente

controlado por legislacdes internacionais como o Comité Misto FAO/OMS de
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Peritos em Aditivos Alimentares (JECFA), Organizacdo das Nacbes Unidas
para a Alimentacdo e a Agricultura (FAO), Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (EFSA), Food
and Drugs Administration (FDA) e Flavor and Extract Manufacturers
Association (FEMA) dos Estados Unidos. No Brasil, a regulamentacédo é feita
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Nacional de Saude (ANVISA). As normas e
regulamentagdes exigidas pela JECFA, FEMA e EFSA s&o aceitas por mais de
70 paises. A legislacdo especifica quais substancias podem ser utilizadas, a
fonte, a pureza, em quais alimentos e concentracdes podem ser adicionadas
(SOMEYA, 2012; KONISH; HAYASHI; FUKUSHIMA et al., 2013).

O JECFA é um comité cientifico especializado e independente que
realiza avaliacdes de riscos dos aditivos alimentares, quanto a identidade e
pureza, IDA e IDA nao especificada, e atua como um 6rgao consultivo formado
por especialistas responsaveis realizando tal avaliacdo. E administrado em
conjunto pela OMS/FAO prestando assessoria aos paises membros de ambas
as organizacbes bem como a Comissédo do Codex Alimentarius (CAC) (WHO,
2017).

Para avaliar a seguranga dos aditivos alimentares, a JECFA solicita aos
orgados FAO e a OMS uma selecdo de membros especialistas. A FAO agrupa-
os para elaboracdo de principios com o desenvolvimento de especificacdes
como identidade e pureza e a OMS direciona-os as avaliacdes toxicoldgicas a
fim de estabelecer ingestdes diarias aceitaveis (IDAs) ou outros valores de
orientacao relevante, ou para fornecer uma estimativa quantitativa do risco para
a saude (JECFA, 2001). Para tal, os critérios de avaliacdo estabelecidos pela
JECFA se baseiam em dados cientificos bioquimicos e toxicolégicos sobre um
determinado aditivo, usando testes obrigatérios em animais (agudo, curto e
longo prazo), os quais devem possibilitar a identificagdo da relagdo causa e
efeito entre a digestdo, absorcado, distribuicdo e excrecdo para determinar
resposta adversa, como também possiveis efeitos prejudiciais do proéprio
aditivo ou subprodutos do metabolismo (WHO, 2017).

Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) é a estimativa da quantidade de uma
determinada substancia que pode ser ingerida a longo prazo e que ndo cause
riscos a saude humana, podendo variar de alguns miligramas por quilograma

de peso corporal (mg/kg de peso corporal) para "quantum satis" (quantidade
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suficiente), estabelecida com base no No Observed Adverse Effect Level
(NOAEL - Nivel de Efeitos Adversos Nao Observados). A partir do NOAEL (em
mg/kg/dia) determinado em uma bateria de testes de toxicidade em animais e
com base em dados humanos (quando disponiveis), determina-se o nivel de
IDA por meio da divisdo do NOAEL por um fator de seguranca,que depende da
substancia, mas geralmente é utilizado o valor 100, mas esse fator pode ser
maior ou menor dependendo da substancia em estudo. O NOAEL e os fatores
de seguranca devem garantir que a IDA seja aplicada a criancas (ou a outras
faixas etarias), considerando viavel para uso os aditivos que estiverem de
acordo aos critérios de salubridade, palatabilidade, armazenamento, transporte
e comercializacdo de alimentos. Anualmente, a JECFA atualiza e estabelece
normas de seguranca analisando o potencial téxico, mutagénico e
carcinogénico (ANTUNES; ARAUJO, 2000; WU et al., 2013; BRASIL, 2013).

O Comité Codex Alimentarius (expressao latina e significa Cdédigo
Alimentar) € um programa composto por 3 6rgdos principais: a) Comissao do
Codex Alimentarius (6rgdo maximo); b) Secretaria FAO/OMS (e junto com o
orgdo assessor do JECFA para assessorar) e c) Comité Executivo, que
executa, desde 1963, um programa assessorado pela FAO/OMS sobre normas
alimentares, incluindo padrfes, diretrizes e guias sobre Boas Préticas e de
Avaliacdo de Seguranca e Eficacia a fim de proteger a saude dos
consumidores e assegurar praticas leais no comércio de alimentos (BRASIL,
2016).

No ambito do Codex Alimentarius, dentre os 6rgaos auxiliares existentes,
compete ao Comité Codex de Aditivos Alimentares (CCFA) o desenvolvimento
de diretrizes e padrdes para estabelecer ou endossar niveis maximos de uso
de aditivos (AMCHOVA; KOTOLOVA; RUDA-KUCEROVA, 2015; BRASIL,
2016). Com a finalidade de proporcionar um sistema numeérico internacional
para identificacdo de aditivos na lista de ingredientes de alimentos, criou-se o
Sistema Numeérico Internacional (International Numbering System - INS) como
uma alternativa ao uso do nome cientifico, que muitas vezes é longo e
complexo (CAROCHO et al., 2014).

Com base nos dados de seguranca realizados pelo JECFA, em conjunto
a comissao Codex Alimentarius (CA) e aos oOrgaos de normalizagcdo dos

alimentos FAO/OMS, a OMS impd&e o uso dos aditivos alimentares as normas
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do banco de dados chamado de Normas gerais para aditivos alimentares
(General Standards for Food Additives - GSFA), a qual reune evidéncias
disponiveis da atividade biolégica e niveis maximos para uso em alimentos e
bebidas. O objetivo dessas normas € harmonizar as regras internacionais no
contexto da comercializacdo mundial de alimentos (AMCHOVA; KOTOLOVA;
RUDA-KUCEROVA, 2015; WHO, 2017).

Portanto, as normas do Codex Alimentarius séo referéncia para
implementacdo de normas nacionais de protecdo ao consumidor e para o
comércio internacional de alimentos, a fim de que o0s consumidores se
certifijuem dos padrdes acordados de seguranca e qualidade,
independentemente de onde foi produzido (WHO, 2017).

A FDA (U.S. Food and Drug Administration), nos Estados Unidos, é um
orgdo administrativo que avalia os dados e informacdes cientificas, para
garantir que os aditivos alimentares € seguro para seus fins. Qualquer alimento
que contenha uma substancia ndo aprovada é considerado adulterado e esta
sujeito a medidas coercitivas para remové-lo do comércio (FDA, 2016). A FDA
se baseia na FEMA junto a Lei de Alimentos, Drogas e Cosméticos (Food, Drug
and Cosmect Act - LADC ou FDCA), entidades que tém o papel de avaliar os
aditivos alimentares, utilizando o status GRAS (Geralmente Reconhecido como
Seguro) publicado com base em dados cientificos por um grupo diversificado
de pesquisadores nas areas de Bioquimica, Toxicologia e Medicina de forma a
garantir a industrializacdo e o uso eficaz e seguro de aditivos (SMITH et al.,
2005).

Os critérios de avaliacdo de seguranca estabelecidos pela FEMA para
divulgacdo do status GRAS de um aditivo alimentar incluem exposicéao,
analogia estrutural, metabolismo, farmacocinética e toxicologia (SMITH et al.,
2005). Os resultados das avaliagbes do GRAS sao entdo publicados em
dominio publico junto a FDA, as industrias de alimentos e sabor e ao
consumidor (KONISHI et al., 2013). E junto a FDA, os resultados do status
GRAS séo aprovados e classificados (BRASIL, 2007).

De forma geral, observa-se que, embora existam Vvarios comités,
organizacdes, associacdes e agéncias que estabelecem requisitos para
avaliacdo de seguranca, as exigéncias diferem por regido, pais ou blocos

econdmicos. Logo, ndo ha padrbes de documentagdo aceitos globalmente,
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sendo encontradas algumas semelhancas, quase sempre com a finalidade de
assegurar o uso seguro e a saude do consumidor. Evidentemente, € urgente e
necesséria a harmonizacao internacional e nacional de abordagens para a
avaliacdo da seguranca (KONISH; HAYASHI; FUKUSHIMA, 2013).

No que se refere a inocuidade, a ANVISA e Codex Alimentarius
consideram esses compostos inofensivos a salude desde que obedecam aos
percentuais maximos estabelecidos na IDA (PRADO; GODOY, 2003). Dessa
forma, somente os aditivos de fonte natural ou sintéticos que foram submetidos
a uma avaliacdo de seguranca do JECFA e que ndo apresentam risco
significativo para a saude dos consumidores podem ser usados. O uso de
aditivos alimentares justifica-se apenas quando esse uso tem uma vantagem,
nao apresenta um risco consideravel para a saude dos consumidores, néo
engana o consumidor e serve uma ou mais das funcdes tecnoldgicas
estabelecidas pelo Codex (WHO, 2017).

Alguns paises utilizam informac¢des do JECFA na formulacdo de seus
préprios programas regulatérios, como o Brasil (ANVISA, Figura 2), uma vez
gue poucos paises possuem a experiéncia e os fundos disponiveis para
realizar avaliacbes de risco de produtos quimicos em grande quantidade, e
todos os paises precisam ter acesso as avaliacdes de risco (JECFA, 2001).

A avaliacdo dos aditivos alimentares a nivel internacioal € realizada pela
JECFA que gerencia os riscos e estabelece principios para definir a IDA
baseado ao NOAEL junto a CODEX. A CODEX avalia os riscos e define a IDA
através da CCFA com base nos niveis maximos. A CCFA identifica cada aditivo
de acordo a classe cientificamente com o codigo INS. As informacfes IDA e
INS sdo arquivadas ao banco de dados da GSFA. A FEMA estabelece
classifica os aditivos de uso seguro ao status GRAS guardados a lista de base
da FDA. A ANVISA estabelece e torna publica a legislacBes proprias conforme
as informacdes estabelecidas pelos o6rgdos internacionais. JECFA -
Comité Misto FAO/OMS de Peritos em Aditivos para Alimentos; CODEX -
Caddigo Alimentar; IDA — Ingestdo Diaria Aceitavel; NOAEL - Nivel Sem Efeitos
Adversos Observaveis; CCFA - Comité Codex de Aditivos Alimentares; GSFA -
Normas gerais para aditivos alimentares; INS - Sistema Numérico
Internacional; FEMA - Associagdo de Fabricantes de Sabores e Extratos;

GRAS - Geralmente Reconhecido como Seguro; FDA — Administracdo de
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Drogas e Alimentos; ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Figura 2).
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Figura 2 — Resumo dos 6rgaos reguladores e critérios de avaliacdo responséaveis pela seguranca dos aditivos alimentares.



Quanto a classificacdo internacional dos aditivos alimentares, o Brasil tem
algumas discordancias (REGULAMENTO, 2008; BRANEN et al., 2001;
BRASIL, 1997). A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o 6rgéao
responsavel para elaboracdo e publicacdo da legislagcdo que dispde sobre o
uso de aditivos com base em legislacdo internacional, publicou a Portaria n°
540, de 27 de outubro de 1997, que classifica os aditivos de acordo com a
fungdo nos alimentos, que incluem: Agente de Massa, Antiespumante,
Antiumectante, Antioxidante, Corante, Conservador, Edulcorante, Espessantes,
Geleificante, Estabilizante, Aromatizante, Umectante, regulador de acidez,
Acidulante, Emulsionante/Emulsificante, Melhorador de Farinha, Realcador de
Sabor, Fermento Quimico, Glaceante, Agente de Firmeza, Sequestrante,
Estabilizante de cor e Espumante (BRASIL, 1997). Mais recentemente, a
divisdo em aditivos alimentares € organizada em classes e subdivisdes de
acordo a funcao exercida por cada representante do grupo.

Conforme o GUIA DE PROCEDIMENTOS PARA PEDIDOS DE
INCLUSAO E EXTENSAO DE USO DE ADITIVOS ALIMENTARES E
COADJUVANTES DE TECNOLOGIA DE FABRICACAO NA LEGISLACAO
BRASILEIRA, os aditivos alimentares incluem: acidulante, agente de firmeza,
agente de massa, antiespumante, antioxidante, antiumectante, aromatizante,
conservador, corante, edulcorante, emulsionante/emulsificante, espessante,
espumante, estabilizante, estabilizante de cor, fermento quimico, gelificante,
glaceante, melhorador de farinha, realcador de sabor, realcador de acidez,
sequestrante e umectante (Figura 3). As substancias que ndo constarem na

legislacdo ndo podem ser utilizadas em alimentos (BRASIL, 2009).
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Figura 3 - Representacdo esquemética da classificagdo dos aditivos alimentares
(CAROCHO et al., 2014).

Mesmo sob revisdo periddica dos critérios de seguranca alimentar, tais
como IDA, GRAS e INS, uma série de consequéncias danosas tem sido
relatadas, uma vez que 0 Seu consumo excessivo, principalmente de aditivos
sintéticos, tem resultado em problemas de saude e levado a remocdo do
mercado (CAROCHO et al., 2014). Portanto, é necessario prudéncia e atencéo
aos possiveis riscos toxicologicos que podem ser ocasionados pela ingestdo
dentro da IDA e/ou excessivamente acima dela (EMERTON; CHOI, 2008;
AOKI, SHEN; SAIJO, 2010).

3.4 Toxicidade Geral dos Aditivos Alimentares

A Toxicologia € a ciéncia que estuda os efeitos adversos causados pela
interacdo entre substancias quimicas isoladas ou misturas de substancias ou
um determinado produto em organismos vivos ou sistemas biolégicos. Ela
avalia a probabilidade da ocorréncia de efeitos adversos devido a exposi¢ao a
determinada substancia e em quais condi¢des ela pode causar danos. Assim,
um novo produto que tera contato direto com o homem tais como
medicamento, agrotdxico, aditivos alimentares etc., devera ser submetido a
estudos para predizer os riscos toxicologicos (CAZARIN, et al.,, 2004;
AZEVEDO, 2010).
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Do ponto de vista dos alimentos, a analise da seguranca de qualquer
substancia alimentar depende do nivel de pureza, da via de administracdo, do
modelo experimental, da quantidade utilizada, de efeitos sinérgicos ou
antagonicos influenciados metabolismo, tudo isso influenciando o(s) efeito(s)
no organismo modelo (HENRY-UNAEZE, 2017). O maior desafio dos
pesquisadores e érgaos governamentais tém sido de obter informacgdes para a
regulacdo de alimentos com requerimentos tecnologicos. Obviamente, o uso de
aditivos alimentares € aprovado apos avaliacdo toxicolégica com a realizacao
de estudos de toxicidade aguda, subaguda e cronica, para compreender as
variacbes de efeitos base na dose, idade, sexo, estado nutricional e fatores
genéticos, mas também de acordo com a exposi¢cao a longo prazo a baixas
doses (MOUTINHO; BERTGES; ASSIS, 2007). Apesar de estudos de
toxicidade laboratorial para avaliacdo dos riscos sejam importantes, estudos
epidemioldgicos de aditivos alimentares sao realizados para investigacdo do
risco toxicologico para os seres humanos, mesmo que existam limites de
avaliacdo precisa da exposicdo a essas substancias (SASAKI et al., 2002). A
relacdo com a inseguranca de uso pode esta relacionada a falta de informacéo
devido a auséncia de pesquisas (LEE et al., 2014), de informacdes obtidas nas
midias, devido a desconfian¢a nos fabricantes de alimentos e questionamentos
sobre a seguranca do uso a longo prazo, efeito(s) combinado(s) com outros
aditivos e farmacos (MOUTINHO; BERTGES; ASSIS, 2007; SHIM; SOON-MI et
al., 2011).

As reacOes adversas que caracterizam toxicidade de aditivos podem
surgir a nivel sistémico (por exemplo, alergias e alteracées no comportamento),
ou a nivel tecidual, como também genotoxicidade e/ou carcinogenicidade.
Porém, alguns desses efeitos sé podem ser observados a longo prazo, o que
dificulta sobremaneira o entendimento dos mecanismos farmacotoxicolégicos
(POLONIO; PERES, 2009; SHIM, SOON-MI., 2011; CHOE et al., 2005; KIM;
KIM, 2005)

Nesse contexto, destacam-se os aditivos alimentares mais utilizados
pela industria alimenticia e mais descritos na literatura quanto a toxicidade:
aromas, corantes, conservantes (antimicrobianos), edulcorante, realcadores de
sabor, antioxidantes e 6leos essenciais (FOOD INGRENDIETS BRASIL, 2009;

SASAKI et al., 2002). Na Tabela 1, os aditivos maiscitados na literatura foram
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listados de acordo a classificacdo, IDA, usos e efeitos sobre os modelos

experimentais testados.
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Tabela 1 - Classes, exemplos, IDA e possiveis efeitos dos aditivos alimentares mais usados.

Classificacado dos Aditivos Alimentares

Classe Exemplos IDA Principais usos Efeitos Referéncias
Conservantes Benzoatos 5 mg/kg/dia Bebidas Distirbios  metabodlicos de (LENNERZ et al., 2015;
(principalmente absorgéo de glicose YADAV et al., 2016; ZENGIN et al.,
refrigerantes), sucos (diabetogénico), 2011)
de frutas, geléias, imunossupressor,
molhos, salsichas, clastogénico, mutagénico e
calabresas, bacon, genotéxico
Sorbatos 25 mg/kg/dia salame, presunto e Genotdéxico e mutagénico, (MAMUR, et al., 2010; RAPOSA et
Ex: acido soérbico mortadela Ativacdo de genes em al., 2016)

Nitritos 0,07

Ex: Sb6dio ou mg/kg/dia

Potassio

Nitratos 0-3,7
mg/kg/dia

Sulfito 0,7 mg/kg/dia

processos inflamatorios

Citotoxico, mutagénico,

teratogénico, embriotéxico,
producédo de meta-

hemoglobina, cancerigeno.

(NTP, 2001; WHO, 2003; ANSARI,
ALl, MAHMOOQOD, 2015)

Mutagénico, cancerigeno.

(ALEXANDER et al., 2008; EFSA,
2008)

Citotoxico, cancerigeno,

reacoes de intolerancia,
anafilaxia, urticéria,
angioedema, hipotenséo,
nausea, irritacdo  gastrica

local, diarréia e crise asmatica.

(IAMMARINO et al.,, 2012; SUH et
al., 2007; MACHADO; TOLEDO,
2006)
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Carmim (natural)

0-5 mg/kg/dia

Tartrazina 0-7,5
mg/kg/dia

Amaranto ou 0,5 mg/kg/dia

vermelho

Bordeaux

Vermelho allura

7,0 mg/kg/dia

New coccine

4,0 mg/kg/dia

Floxina

0,1 mg/kg/dia

Rosa bengala

0,1 mg/kg/dia

Vermelho ponceau
4R

0,7 mg/kg/dia

Azorubina/Carmoi

4,0 mg/kg/dia

bebidas,

em sumos de fruta,

Carnes,

lacticineos, gelados,
produtos de
confeitaria, doces,

gomas de mascar,
geleias, pudins,

refrescos, mostarda,

refrigerante e
lanches, cereais,
balas, recheios,
xaropes e
preparados liquido,
sobremesas.

Reacdes alérgicas (urticaria
angioedema e anafilaxia) —

ingestao.

(TABAR et al., 2003; VOLP, RENHE,
STRINGUETA, 2009)

Irritabilidade, inquietacgéo,
distlrbios em criancas;
Insénia

em criangas;

Dermatite atdpica — aumento

de leucotrieno (reacBes
alérgicas), citotoxico,
genotoxico, mutagénico e

cancerigeno.

(ROWE; ROWE, 1994; BASTAKI et
al., 2017; SILVIA, 2008; WORM et
al., 2001; SASAKI 2002;
THIAM et al., 2014; PICCIN et al.,
2009; MPOUNTOUKAS et al., 2010;
SOARES et al., 2016; GOMES et al.,
2013)

et al.,

Danos ao DNA nos 6rgaos

(SASAKI et al., 2002; GOMES et al.,

gastrointestinal e célon, 2013)

citotoxico..

Anemia e doenca renal (SILVIA, 2008; McCANN et al., 2007;
(glomerulonefrite),  distubios EFSA, 2010; SOUSA et al., 2015)

neurocomportamentais,

genotoéxico e citotdxico.

Imperatividade em criancas e

(BATEMAN et al.,, 2004; EFSA,
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sina E122 isuficiéncia renal e hepatica, 2008; AMIN et al., 2010; McCANN et
Distarbios al., 2007)
neurocomportamentais
Amarelo-sol 0-2,5 Hiperatividade e citotoxico (McCANN et al, 2007; EFSA,
mg/kg/dia 2009a; GOMES et al., 2013)
Amarelo quinolina  0-0,5 Distarbios (EFSA, 2009b; McCANN et al.,
mg/kg/dia neurocomportamentais, danos 2007)
ao DNA.
Benzoato de sédio 5 mg/kg/dia Distarbios (McCANN et al.,, 2007; SASAKI et
neurocomportamentais al., 2002)
Realcador de L-Glutamato de 30 mg/kg/dia Biscoitos, doces, Hipersensibilidade, toxicidade (KWORD, 1968; SHARMA, 2015).
sabor sédio salgadinhos, renal
embutidos, molhos
prontos, sopas
prontas, caldos de
carne e temperos
artificiais.
Antioxidantes Butil Hidroxianisol Oleo vegetais (coco, Danos no DNA de células (SASAKI et al., 2002)
(BHA) palma), maionese, glandulares estomacais
Butil- 0,5 mg/kg/dia  margarinas, cremes Danos no DNA de células
hidroxitolueno vegetais. glandulares estomacais,
(BHT) bexiga e cérebro
Edulcorante Ciclamato de 1lmg/kg/dia Adocante dietético, Danos no DNA de células (JECFA, 2000; SASAKI et al., 2002;
sédio glandulares estomacais, colon, TORLONI et al, 2007; WEIHRAUCH,;

rim e bexiga, Citotdxico,

DIEHL, 2004; VAN EYK, 2015;
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mutagénico e genotoxico em
linhagens Caco-2, HT-29 e
HEK-293; Citotdxico e

mutagénico.

Danos no DNA de células de
colon, citotdxico, mutagénico e
genotoxico em linhagens
Caco-2, HT-29 e HEK-293.

Danos no DNA de células
glandulares estomacais e de
cblon, risco aumentado de
cancer de bexiga (30% dos
animais testados); Citotéxico,

mutagénico.

Efeito sinérgico para

toxicicidade a nivel celular

Danos no DNA de células
glandulares estomacais, de

célon e pulméo

ALVES et al., 2017;)

Sacarina 5 mg/kg/dia
Sacarina Sadica 5 mg/kg/dia
Ciclamato de 11 e
Soédio + Sacarina mg/kg/dia
Saddica
Sucralose 15 mg/kg/dia
Sorbitol “Néao
especificada”

Genotbéxico e efeito laxante

(altas doses)

(CAROCHO et al., 2014)
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Acesulfame K 15 mg/kg/dia

(E950)

Aspartame

40 mg/kg/dia

Oleo da casca de
Cinnamomum

glanduliferum

“Nao

especificada”

Toxicidade baixa,
hipersensibilidade
(dependente da dose),
clastogénico, alergénico,
citotéxico, mutagénico e
genotoxico em células Caco-2,
HT-29 e HEK-293.

(CAROCHO et al., 2014; SHANKAR
et al, 2013; MUKHERJEE;
CHAKRABARTI, 1997; STOHS;
MILLER, 2014; VAN EYK, 2015

Nefrotoxicidade,
hepatoxicidade, danos aos
nervos, cancer e diabetes tipo
Il, citotéxico, mutagénico e
genotodxico em células Caco-2,
HT-29 e HEK-293.

(SOFFRITTI et al., 2010; VAN EVK,
2015)

Citotdxica em células
humanas HCT-116 (carcinoma
colorretal), HepG-2 (carcinoma
hepatocelular), MCF-7

(adenocarcinoma de mama)

TAHA, 2017

Aromatizante

Diacetil, Butano-

2,3-diona, Biacetil

0,17
mg/kg/dia

Produtos lacteos,

vinho, café, cerveja,

Bronquiolite  obliterante e

morte

(COLLEY et al., 1969; KREISS et al.,
2007; MORGAN et al., 2012)
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pipocas, biscoitos, Mutagénico (WHITTAKER et al., 2008)

lanches, pées, leite,

manteiga, café,

soja, cereais,

alimentos Sintomas de semelhantes & (MORE etal., 2012)
amassados, doenca de Alzheimer;

bebidas, sorvetes e Aducto em 2- desoxiguanosina (MORE et al., 2012)

Aducto em proteinas (FENNELL et al., 2015; HUBBS et

doces.
(hemoglobina e albumina) al., 2016)

2,4-Pentanedione  IDA nao Lesdo no epitélio das vias (HUBBS et al., 2012; MORGAN et

alocada aéreas e morte. al., 2012)
2,3-Hexanodiona, IDA nao Neurotoxicidade e lesdo no (IWASAKI; TSURUTA, 1984;
2,4-Hexanodiona alocada epitélio das vias aéreas MORGAN et al., 2012)
2,5-Henanodiona
Biscoito, tutti-fruti IDA nao Citotoxicidade e (SALESetal., 2017b)

alocada genotoxicidade
Uva, ameixa e IDA nédo Toxicidade a nivel celular (SALES et al., 2017a)
laranja aloccada
Maracuja, IDA nao Toxicidade a nivel celular (SALES et al., 2017¢)
morango, aloccada
baunilha,
chocolate, tutti-
frutti e biscoito
Baunilha + tutti- IDA nao Citotoxicidade e (SALES; SANTOS; PERON, 2017d)
frutti aloccada genotoxicidade
Manteiga, cebola IDA nao Genotoxicidade e (CARVALHO etal., 2016)
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e queijo cheddar aloccada citotoxicidade em linhagens

humanas normais e tumorais

Maltol < 1 mg/kg/dia Toxicidade nos rins e figado e (OMS, 2006; GRALLA et al., 1969;
carcinogenicidade RENNHARD, 1971; WHO, 2006)

* IDA — Ingestéo Diaria Aceitavel. Fonte: Autoria propria.
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3.4.1 Corantes

A cor é considerada um atributo e uma das qualidades externas mais
importantes nos alimentos, especialmente quando se leva em consideracao a
aceitacado pelos consumidores. Assim, a inddstria adiciona os corantes naturais
ou sintéticos aos alimentos para conferir, intensificar ou restaurar a cor dos
alimentos desprovidos de cor (afetadas durante as etapas de processamento,
estocagem, embalagem e distribuicdo) (BRANEN et al., 2002; EMERTON;
CHOI, 2008; CONSTANT; STRINGUETA; SANDI, 2002).

Hoje em dia, ha um interesse crescente em substituir corantes artificiais,
uma vez fez que foram responsabilizados por quadros de intoxicacdo. No
entanto, corantes artificiais e 0s naturais continuam sendo intensivamente
usados (BRAUCH et al., 2016), mesmo 0s que tem recebido atencéo especial
guanto a toxicidade, como o carmim, tartrazina, amaranto, vermelho allura, new
coccine, floxina, rosa bengala, e azorubina, amarelo-sol, carmoisina, ponceau
4R e amarelo quinolina (Tabela 1).

O carmim é um dos corantes naturais vermelhos mais apreciados,
especialmente antes da introducdo de corantes artificiais, geralmente bem
tolerado (IDA de 0-5 mg/kg/dia) e largamente utilizado nas indastrias de carnes
(ex.: Surumi), bebidas (ex,: Campari), em sumos de fruta e em produtos lacteos
(ex.: iogurtes, gelados ou produtos de confeitaria). Seu extenso uso tem
facilitado o surgimento de reacdes alérgicas tanto pela ingestdo como pelo
contato subcuténeo direto. O seu mecanismo imunoldgico € mediado pela
ativacao linfocitéria, producéo de anticorpos (Imunoglobulina E — IgE), ativacao
de mastdcitos e basofilos e liberacdo de histamina, heparina e leucotrienos,
dentre outras moléculas com acdo quimiotatica e pro-inflamatéria e,
consequentemente, reacdes sistémicas, como urticaria, angioedema e falta de
ar (TABAR et al., 2003; POLONIO, PERES, 2009) (Figura 4).
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Figura 4 - Mecanismo geral de reac¢des alérgicas causadas por aditivos alimentares,
como o carmin.

Dentre os corantes sintéticos azo existentes, destacam-se a tartrazina
(acido 23,1- (4-sulfonatofenil)-4-(4-sulfonatofenilazo)-5-pirazolona-3-carboxilato
de trisédio), também conhecido como acido amarelo 23 ou E102. Ele fornece
uma cor amarela em doces coloridos (balas e gomas), bebidas, geleias, pudins,
sucos, mostarda, refrigerantes e lanches, sendo autorizado para uso com IDA
de 7,5 mg/kg/dia (MOUTINHO; BERTGES; ASSIS, 2007; THIAM et al., 2014).
No entanto, um estudo com administracdo da IDA de tartrazina em ratos em
um periodo de 46 semanas aumentou 0 numero de células do sistema
imunologico (eosindfilos e linfécitos) no antro estomacal, o que sugere
possiveis efeitos alergénicos da tartrazina, como encontrado em outros estudos
(WORM et al., 2001; BRASIL, 2002; MOUTINHO; BERTGES; ASSIS, 2007).

Danos ao genoma também foram observados em varios érgaos (coélon,
glandulas exécrinas do estbmago, figado, rins, bexiga e pulmdes) de 3 h e 24 h
apos a administracdo de 10 mg/kg de tartrazina. Acredita-se que a tartrazina
seja mutagénica e cancerigena uma vez que ela sofre reducdo da amina
aromatica e forma &cido sulfanilico em rea¢bes metabolicas catabolizadas pela
microflora intestinal, embora tal mecanismo ainda seja muito incerto (PICCIN
et al., 2009; THIAM et al., 2014). Resultados semelhantes foram vistos com os
corantes new coccine, allura red e amaranto, diferenciando-se a toxicidade em
relacdo aos orgaos afetados e periodos de exposicdo analisados (SASAKI et
al., 2002).
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Os corantes sintéticos amaranto, eritrosina e tartrazina mostraram-se
potencialmente toxicos in vitro ao DNA de células de sangue periférico humano
conferindo potencial genotoxico, citotoxico e citostatico (MPOUNTOUKAS et
al., 2010). O amarelo quinolona em baixas concentragdes (0,5 a 20 ug/mL) foi
genotoxico também em células de carcinoma hepatocelular HepG-2 e interfere
na estabilidade do DNA causando quebras (clastogenicidade) e perdas
(aneugenicidade) cromossdmicas, 0 que pode representar um Sério risco para
a saude dos consumidores (CHEQUER et al., 2015).

Entre os corantes da classe dos xantenos (eritritina, floxina e rosa
bengala), dano dose dependentes ao DNA também foram encontrados para
células glandulares do estdbmago e de célon e bexiga urindria apés 3 h da
administracdo. De fato, os corantes sdo considerados genotoxinas para 0rgaos
do trato digestorio, embora nesse estudo o efeito de carcinogenicidade ndo tem
sido observado e o efeito de genotoxicidade ndo seja o principal fator para o
seu surgimento, pois alguns outros fatores estdo envolvidos como a produgéo
de metabdlitos reativos, distribuicdo tecidual, meia vida plasmatica,
metabolismo hepatico e polimorfismo genético das enzimas tipo citocromo
P450 e efeito(s) sobre a proliferacao celular de células normais (SASAKI et al.,
2002).

Alimentos coloridos artificiais tém sido responsabilizados ha muito tempo
sugeridos por afetar o comportamento em criancas. Um estudo realizado com
300 criangas submetidas ao uso de uma mistura de corantes sintéticos
(amarelo-sol, carmoisina, tartrazina, vermelho ponceau 4R, benzoato de sodio,
amarelo quinolina e vermelho de allura AC) revelou respostas adversas
significativas e diagnostico da Sindrome de Transtorno de Hiperatividade com
Déficit de Atencdo (TDAH) (McCANN et al., 2007). Além disso, pesquisadores
da FDA afirmaram que corantes sintéticos estédo relacionados com algum tipo
de toxicidade central resultando em alteracbes comportamentais adversas
leves a moderadas, incluindo irritabilidade, agitacdo, problemas de sono, déficit
de atencdo e agressividade, que ndo necessariamente sdo caracteristicas da
sindrome de TDAH (FDA, 2011). Especificamente, o vermelho ponceau 4R e a
caimoisina causam anemia e doencga renal (glomerulonefrite) e insuficiéncia
renal e hepatica, respectivamente (BATEMAN et al., 2004; EFSA, 2008;
SILVIA, 2008; AMIN et al., 2010; EFSA, 2010).
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Agéncias aconselham aos pais eliminarem da dieta alimentos coloridos
artificialmente (FOOD STANDARDS ADENCY, 2011). Raposa et al., (2016),
inclusive, sugere a redugao da ingestao de corantes e conservantes artificiais,
pois eles podem contribuir de forma sinérgica para o desenvolvimento de

canceres.

3.4.2 Conservantes

Os conservantes impedem ou lentificam a perecividade dos alimentos e
inibem o crescimento microbiolégico, prolongam a vida util dos mesmos ao
reduzir sua degradacdo e reacdes indesejadas. Dentre os produtos quimicos
utilizados como conservantes podemos citar o acido benzoico, propionato de
calcio, nitrato de sédio, nitrito e sulfitos (ex.: dioxido de enxofre, bissulfito de
sédio e sulfito de potassio) (FLETCHER, 2014) (Tabela 1).

O benzoato de s6dio e 0 benzoato de potassio sdo conservantes com
propriedades bacteriostéticas e fungistaticas usados em uma variedade de
produtos, incluindo bebidas (principalmente refrigerantes), sucos de frutas,
geleias, molhos para saladas e estéo listados entre os compostos "geralmente
considerados como seguros” (GRAS) pela FDA. Notavelmente, varios estudos
sugerem que estes aditivos promovem reacdes mitocondriais que levam a
producdo de acido hipurico, um metabdlito que interfere na absorcdo da
glicose, e pode afetar a secre¢do da insulina e glucacon, além de causar
insuficiéncia renal. A secre¢do do &cido hipurico resulta da acdo da enzima
Acil-CoA sintetase, uma enzima que converte o benzoato em benzoil-CoA e,
posteriormente, da acdo da enzima N-aciltransferase sobre o benzoil-CoA,
formando acido hipuarico (NAIR, 2001; LENNERZ et al., 2015; REDDY et al.,
2015) (Figura 5).
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Figura 5 - Metabolismo do benzoato de sédio na mitocondria.

A Norma Regulamentadora n° 7 (NR-7), da Secretaria de Seguranca e
Medicina do Trabalho do Ministério do Trabalho, considera o &cido hipurico na
urina como marcador de exposi¢do ocupacional ao tolueno, um hidrocarboneto
aromatico volatil, incolor com amplo uso industrial, naturalmente presente no
petréleo e combustiveis derivados (principalmente a gasolina), e também em
tintas, colas, polidores, diluentes, desengordurantes e removedores. O proprio
tolueno é biotransformado em acido benzoico e este € conjugado com glicina,
formando o acido hipurico, que é excretado na urina. Assim, o acido hipurico
pode ser usado como biomarcador de exposicdo ambiental, cujo valor de
referéncia € de 1,5 g de acido hipuarico/g de creatinina € o maximo permitido é
2,5 g de acido hipurico/g de creatinina, além de provas de fungcdo hepatica
(BRASIL, 1994; KANG et al., 2005; GONZALEZ et al., 2010).

O acido benzoico é encontrado de forma natural em alimentos como
ameixa, morango, amora, groselha, mas também & adicionado como
conservante (geralmente em forma de benzoato de sddio, mas conhecido pelas
induUstrias alimenticias de sucos, refrigerantes, vinhos, sidras, doces, molhos,
presuntos, queijos, paes e adocantes pela sigla E-210). Inclusive, h& trabalhos

que indicam sua ocorréncia também no chimarrdo. Conservantes semelhantes
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para aplicacdo como conservantes sdo o benzoato de sodio (E-211), benzoato
de potassio (E-212) e o benzoato de calcio (E-213), todos rapidamente
absorvidos por via oral no trato gastrointestinal proximal e tem farmacocinética
similar apesar das diferencas de solubilidade (FONSECA, 2006; THE UK
FOOD GUIDE, 2013; EFSA, 2016).

A propriedade imunotoxica do benzoato de sodio investigada em
concentracdo néo citotoxica (1000 pg/mL) foi confirmada por suprimir respostas
funcionais de linfocitos T e B, parada do ciclo celular na fase G1, causou
modulacdo dos padrdes de expressao de varios receptores de superficie (CD8,
CD28, CD95), coreceptores (CD19), moléculas coestimuladoras e citocinas (IL-
4, IL-6, IFN-y, IL-17, IL-6, IFN-y, TNF-a e LPS) que desempenham um papel
vital na ativacdo e regulacdo da imunidade adaptativa (YADAV et al., 2016).
Benzoato de sédio e potassio também mostraram efeito genotdxico,
mutagénico e clastogénico em linfécitos humanos in vitro (ZENGIN et al., 2011;
ZENGIN et al., 2017).

O uso subcrénico oral por gavagem de benzoato de sddio por quatro
semanas induziu ansiedade e comprometimento motor em ratos
(NOORAFSHAN; ERFANIZADEH; KARBALAY-DOUST, 2014). Em ratas
gravidas, ele apresentou um nivel de efeito adverso ndo observado (NOAEL)
de 160 mg de acido benzéico/kg de peso corporal por dia em estudos de
toxicidade. Enquanto isso, o benzoato de sédio incorporado na dieta revelou o
NOAEL de 500 mg/kg de peso corporal por dia, um valor comparavel ao
NOAEL ap6s quatro geracdes seguidas com de exposi¢cdo alimentar de ratos
ao acido benzoico (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY, 2016). Em
humanos, o benzoato de sédio tem sido associado a TDAH e hiperatividade em
criancas (KILIC et al., 2006; ARNOLD et al., 2012; BEEZHOLD et al., 2014).

O benzoato de potassio também se mostrou genotoxico em estudos ex
vivo com linfécitos de sangue periférico humano, quando observaram
aberrac6es cromossémicas, troca de cromatides irmas e quebras de fitas de
DNA, e mutagénico, quando avaliado no teste de micronucleo
(MPOUNTOUKAS et al.,, 2008; MAMUR et al., 2010). Estudos realizados na
india revelaram consumo diario muito mais alto que a IDA (5 mg/kg/dia)
recomendada para 0 acido benzoico devido, principalmente, a coloracéo

artificial de molhos chili e de tomate, embora a adicdo de corantes sintéticos
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para molhos de tomates seja proibida pelas normas indianas (DIXIT et al.,
2008).

Sais de nitrato de sddio (NaNO3) e nitrito de sddio (NaNO;) sdo aditivos
comumente utilizados em alimentos e podem ser utilizados na alimentacéo
animal como nitrogénio ndo protéico. O nitrito estd naturalmente presente nos
seres humanos por serem produzidos durante o metabolismo de compostos
amino, reagOes inflamatérias e durante o metabolismo energético e é
amplamente utilizado como fixador de cor em peixes e carnes. Quando
absorvido através de agua ou alimentos contaminados, afeta principalmente o
intestino delgado (biodisponibilidade> 92%), pois o0 ambiente &cido (<2)
favorece grandemente a conversao de nitrito em um agente nitrosante, o que
pode resultar na formacdo de nitrosaminas (Figura 6) (BRAMBILLA;
MARTELLI, 2007; DUARTE, 2010; ANSARI et al., 2017). Tais compostos N-
nitrosos sao conhecidos como potentes cancerigenos em varias espécies,
inclusive primatas, e as exposi¢cdes humanas ocorrem pela inalacdo, ingestao
de nitrosaminas pré-formadas ou pela nitrosacdo endogena, o0 que pode
explicar as atividades mutagénicas e teratogénicas desses compostos.
Inclusive estudos in vivo mostraram que compostos nitrosos causam canceres
de esobfago, nasofaringe e estdmago (MIRVISH, 2013; ANSARI; ALI;
MAHMOOD, 2015).

O nitrito € bem mais téxico que o nitrato. Produz, principalmente,
vasodilatacdo e relaxamento da musculatura lisa e induz a formacgdo de
metahemoglobina. A dose letal para adultos estd em torno de 1 grama. Em
doses mais baixas, os sintomas séo enrubescimento da face e extremidades,
desconforto gastrointestinal e dor de cabeca. Em doses toxicas um pouco mais
elevadas observam-se cianose, nausea, vomitos, dores abdominais e colapso
(OLIVEIRA; ARAUJO; BOROG, 2005).

NITRATO —_— NITRITO - N-NITROSAMINA
ESTOMAGO
1 2
(I? . —_— R\N/R 3  CANCERIGENAS
N\ AT INTESTINO DELGADO |
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@)

Figura 6 - Conversédo de compostos de nitratos e nitritos em N-nitrosaminas.
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Independente da espécie 0 mecanismo de acéo toxicologica de nitratos e
nitritos é semelhante. Assim, além do seu mecanismo de reacédo direta no trato
gastrointestinal, a sua répida absorcdo pelo intestino delgado favorece a
interacdo com eritrécitos. O nitrito oxida o Fe** da hemoglobina a Fe*,
transformando-o em metahemoglobina (MetHb). De fato, a hemoglobina é um
importante alvo de radicais livres do oxigénio e do nitrogénio. A oxidagdo do
ferro ferroso para a forma férrica a torna a MetHb inativa como transportadora
de oxigénio e resulta no bloqueio da acdo de antioxidantes intracelulares, como
a glutationa, causando intenso estresse oxidativo no eritrocito e peroxidacéo
lipidica, oxidagéo de proteinas e diminugao dos niveis de ATP. Tudo isso causa
danos celulares e reduz a vida util da hemécia (levando a senescéncia), uma
vez que os eritrocitos danificados séo removidos da circulacao pelo baco (CHUI
et al., 2005; GONZALEZ; SILVA, 2006; ANSARI; ALl;, MAHMOOD, 2015)
(Figura 7).

T GSH
\ Estresse Oxidativo } l J/ A0
Peroxidagao Oxidagao Disturbio no
lipidica protéica metabolismo
Dano na Disfungéo da Deplegao do
membrana enzimal/proteina ATP/NADPH

Dano no eritrocito

Figura 7 - Mecanismo mais comum de formacdo de metahemoglobina pela interagéo
com nitratos e nitritos. AO, antioxidante, GSH, glutationa, MetHb, metahemoglobina,
ROS, espécies reativas de oxigénio; RNS, espécies de nitrogénio reativo, NADPH,
fosfato de dinucleétido de nicotinamida adenina reduzido). Adaptado de Ansari; Ali;
Mahmood (2015).
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Ha relatos de morte dos animais com 80-90% da hemoglobina oxidada. Os
niveis normais de metahemoglobina variam de 0,6 até 1,4%, sendo menor em
suinos e maior em cavalos. Mas 0s animais ruminantes, por consumirem
plantas com altos teores de nitratos podem apresentar mais comumente
quadros de intoxicacdo, pois no rumem as bactérias conseguem reduzir o
nitrato a nitrito. Tais animais intoxicados apresentam uma série de sintomas,
entre eles: anorexia, dispnéia, tremores, salivacdo, ranger dos dentes,
contracbes abdominais, andar cambaleante, as mucosas apresentam-se
ciandticas, prostracdo, escurecimento do sangue devido a baixa oxidacdo e
morte. Por serem altamente tdxicos para monogastricos e pouco aproveitados,
nitratos e nitritos sdo excretados na urina, gerando gasto energético para o
animal e diminuindo a produtividade (MACARI; FURLAN; GONZALES, 2002;
MEDEIROS et al., 2003; GONZALEZ; SILVA, 2006)

3.4.3 Realcador de sabor

Sao flavorizantes com a finalidade de reforcar o sabor dos alimentos e
dos ingredientes presentes no mesmo. Um dos mais conhecidos € o
flavorizante L-Glutamato de Sdédio, um sal de sodio proveniente de &cido
glutdmico, um aminoacido essencial presente em todos 0s alimentos protéicos.
Esse flavorizante € usado mundialmente como um potencializador de sabor
alimentar do tipo umami e por qualidades de aprimoramento do sabor (HENRY-
UNAEZE, 2017). Alguns o6rgdos regulamentadores (JECFA, CSF, FASEB e
FDA) ndo consideraram necessario estabelecer a “ingestao diaria aceitavel”
para acidos glutamicos e seus sais. No entanto, mais, recentemente a EFSA
concluiu a reavaliacdo da seguranca e estabeleceu uma IDA de 30 mg/kg de
peso corporal.

Reacdes de hipersensibilidade em um periodo de 2 h tem sido relatadas
(LEE et al.,, 2014) e ha muita controvérsia sobre relatos negativos dos
consumidores sobre alimentos que tem GMS na composicdo (TARASOLF;
KELLY, 1993), mas os efeitos positivos também costumam ser citados (LEE et
al., 2014).

A exposicado crbnica ao aditivo L-Glutamato de Sodio pode levar a sérias

alteracOes renais. Acredita-se que essas alteracdes estejam relacionadas ao
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aumento das atividades da enzima a-cetoglutarato desidrogenase (alpha-
ketoglutarate dehydrogenase - a-KGDH), uma proteina mitocondrial
componente do ciclo de Krebs e do sistema antioxidante mitocondrial, agindo
como sensor-chave do estado redox, alterando sua funcdo e expressao
durante momentos de estresse fisiologico para prevenir danos oxidativos. A a-
KGDH é exclusivamente sensivel ao estresse oxidativo, capaz de sofrer
inibicdo reversivel mediada por radicais livres ou inativagdo oxidativa, o que
causa consequente aumento de EROS, diminuicdo de enzimas antioxidantes,
aumento do estresse oxidativo, da peroxidacdo lipidica e ativacdo do
receptor/canal de calcio do tipo NMNDA (N-metil-D-aspartato), causando
aumento de Ca?' intracelular a niveis citotoxicos. Consideram que essas
teorias apoiam fortemente que o estresse oxidativo seja o principal relacionado
com a toxicidade renal induzida por L-GS (Figura 8) (MCLAIN; SZWEDA;
SZWEDA, 2011; SHARMA, 2015).

Enzimas Antioxidantes
L-GS

a-KGDH \ /
Estresse Oxidativo

|
a "\
|

Receptor: MNDA (Ca2+)

Peroxidacao lipidica I

\ )
Y

TOXICIDADE RENAL

|

L-GLUTAMATO DE SODIO

Figura 8 - Mecanismo geral da toxicidade do flavorizante L-Glutamato de Sédio.

3.4.4 Antioxidantes
Os antioxidantes apresentam propriedades protetoras contra o
desequilibrio entre a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), tais

como ativado por compostos superéxido (Oy), peréxido de hidrogénio (H.0;) e
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radical hidroxila (OH") e os sistemas intracelulares de defesa antioxidante. Os
radicais superoxido e hidroxila tém elétrons desemparelhados em sua Orbita
mais externa e s&o, portanto, chamados radicais livres. O peroxido de
hidrogénio ndo € um radical livre. No entanto, ele representa um metabdlito de
oxigénio parcialmente reduzido. Outras espécies reativas de interesse sdo 0s
oxigénios singletos, que s&o formas de oxigénio spin-alteradas. Em fungéo da
sua aumentada reatividade, em geral, alteram o tamanho e a forma dos
compostos e biomoléculas com os quais eles interagem. Os antioxidantes
podem proteger biomoléculas, como lipidios e 6leos dos alimentos, contra a
degradacdo oxidativa. Quando adicionados aos alimentos, controlam o
desenvolvimento da rancidez, retardam a formacdo de produtos toxicos de
oxidacdo, mantém a qualidade nutricional e prolongam a vida Gtil dos produtos
(ALAM et al., 2013; YASHIN et al., 2017).

Sejam antioxidantes naturais ou sintéticos, a relacdo alimentacdo e
saude versus antioxidantes vem se destacando na saude humana e por
questbes de seguranca alimentar, os sintéticos tem uso limitado como
conservantes. Ja os naturais obtidos a partir de materiais comestiveis, como
especiarias e ervas, tém sido mais procurados e utilizados (BRASIL, 1997; EL-
SHOURBAGY; EL-ZAHAR, 2014; YASHIN et al., 2017).

Os antioxidantes naturais que incluem flavonoides, taninos, cumarinas,
curcuminoides, xantonas, fenois e terpenoides sao muito utilizados por
promover beneficios a saude, tais como a inibicdo da oxidacdo de proteinas de
baixa densidade, diminuicdo dos riscos de doencas cardiacas e capacidade
antitumoral (JO et al., 2006; LAFKA et al., 2007). Os sintéticos, embora muito
utilizados por apresentar potencial antioxidante superior e custo de fabricacao
inferior, tém tido seu uso desencorajado por causar efeitos adversos a saude.
Dentre os antioxidantes sintéticos aplicados em alimentos os mais usados séo:
Butil-hidroxianisol, o Butil-hidroxitolueno, o Terc-butilhidroquinona (TBHQ) e o
Propilgalato (MARTINEZ-TOME et al., 2001; RAMALHO; JORGE, 2006). Sua
aplicacdo tem sido constantemente reavaliada em razdo da geracao de
possiveis componentes téxicos ou carcinogénicos formados durante
degradacédo metabolica (JO et al., 2006; PITCHAON et al., 2007).

Butil-hidroxianisol e Butil-hidroxitolueno causam danos genotoxicos as

células glandulares de estbmago, bexiga e cérebro (SASAKI et al., 2002). O
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Terc-butilhidroquinona possui citotoxicidade sobre os timoécitos — células T que
surgem no timo — provavelmente por inducdo de despolarizacdo sustentada e
elevacdo do nivel intracelular de Ca**, o que perturba a sinalizagdo
celular. Como o timo € mais ativo durante os periodos neonatal e pré-
adolescente, a exposi¢do ao Terc-butilhidroquinona pode resultar em um efeito

imunotdéxico mais evidente em neonatos e adolescentes (TAKEDA, 2017).

3.4.5 Edulcorantes

Os edulcorantes sdo substitutos de acucar adicionados aos alimentos
em qualquer fase do processamento com intengdo de dar sabor doce mas
reduzindo valores caloricos (JAIN; GROVER, 2015).

Os edulcorantes surgiram na década de 1800. Com a crescente
prevaléncia de doencgas diretamente relacionadas ao consumo excessivo de
acucar (diabetes mellitus), cardiovasculares, dislipidemias e céanceres,
geralmente associadas ao consumo aumentado e diario de calorias, hoje em
dia, os edulcorantes sdo generalizadamente usados em alimentos e altamente
pesquisados por seu impacto na saude, na economia e na sociedade.
(MOORADIAN et al., 2017).

O poder edulcorante é medido em relacéo a sacarose, que € o acucar de
referéncia 1 e com maior poder edulcorante. Uma solucdo de 30 g/L a 20 °C
tem um poder edulcorante de 1, com o limiar da concentracdo minima para
detectar o aclUcar de 1-4 mM). Mais para algumas bebidas, o sabor doce pode
ser obtido sem acucar adicionando edulcorantes, protecdo contra danos
oxidativos como antioxidantes, conferindo sabor e aromas como o0s
aromatizantes sem apresentar qualquer nutricdo aos alimentos, tornando-se
um método mais barato.

Embora “geralmente reconhecido como seguro” (GRAS), edulcorantes tais
como aspartame, ciclamato, acesulfame K, tagatose, sucralose e, mais
recentemente, os glucosides de estiviol, todos autorizados em mais de 50
paises, inclusive no Brasil, a IDA estabelecida mostra sinais de toxicidade
(ASAE, 2006; CODEX, 2007; CAROCHO; MORALES; FERREIRA, 2017).
Assim, estudos com diversos edulcorantes revelaram danos ao DNA de varios
orgaos de ratos quando submetidos ao tratamento de 3 a 24 h e analisados

pelo ensaio do cometa em doses menores que 1000 mg/kg para sacarina e
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sacarina sédica e 2000 mg/kg para ciclamato de sodio e sucralose (SAZAKI et
al., 2002) (Figura 9).

r

Ciclamato Sacarina

Sucralose ’ Sacarina Saddica

AN7N\7\\'4

HBITAD

Figura 9 - Danos sistémicos a camundongos causados por edulcorantes.

Efeitos citotdéxicos e mutagénicos do aspartame, ciclamato de sdédio,
acesulfame K e sacarina foram encontrados para as linhagens Caco-2
(carcinoma humano de célon), HT-29 (carcinoma humano de célon) e HEK-293
(células embrionarias renais humanas) apés 72 h de exposi¢do (VAN EYK,
2015). De acordo com estudos laboratoriais experimentais, sacarina sédica
aumenta o risco para o desenvolvimento de cancer de bexiga em cerca de 30%
(WEIHRAUCH; DIEHL, 2004). Ainda, sacarina de sodio e sédio apresentaram
efeitos citotdxicos e mutagénicos em células vegetais usando o bioensaio
Allium cepa e em células do sangue periférico de camundongos mesmo
usando as concentracdes permitidas pela legislacao brasileira, principalmente
se houver o uso simultdneo de ambos os adoc¢antes (OLIVEIRA et al., 2017).
Embora néo existam evidéncias de riscos para seres humanos, os estudos em
animais incentivaram a proibicao desses edulcorantes em alguns paises, como
Canadd, EUA, Inglaterra, Franca e Japao (UCAR; YILMAZ, 2015; MISHRA et
al., 2015).

3.4.6 Aromatizantes
Os aromatizantes sdo aditivos amplamente consumidos pela populagéo

e usados em alimentos processados como refeicbes congeladas, biscoitos,
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pipocas, lanches e pées para aumentar a palatabilidade, conferindo o aroma ou
sabor aos alimentos sem conferir nutricdo (BRANEN et al., 2002; EMERTON;
CHOI, 2008; BRASS; PALMER, 2017). E importante ressaltar que, para cada
classe de aromatizantes e flavorizantes, cerca de trinta compostos quimicos
podem estar presentes (BRASIL, 2007), o que, obviamente, dificulta a
determinacdo e da correlacdo de sinais e sintomas pré-clinicos e clinicos de

toxicidade aguda, subcrbnica ou cronica.

3.4.6.1 Diacetil

O Diacetil (C4H¢O3), também conhecido como 2,3-butanodiona, é um
microingrediente aromatizante derivado da fermentagdo e adicionado em
alguns alimentos por conferir o sabor amanteigado, cuja IDA definida é de 0,17
mg/kg/dia. Embora classificado pela FDA como “geralmente reconhecido como
seguro” (GRAS), muitos sédo os relatos desse aromatizante sobre toxicidade
(STAREK-SWIECHOWIEZ; STAREK, 2014; BRASS; PALMER, 2017; BRASIL,
2012).

Dados indicam que casos de bronquiolite obliterante estejam associados
a inalacdo do diacetil por trabalhadores de fabrica de pipoca de micro-ondas e
essa relacdo tem sido observada em estudos pré-clinicos com ratos, 0s quais
apresentaram lesdo no epitélio das vias aéreas. Aductos nas proteinas
hemoglobina e albumina de camundongos foram formados pela interacdo com
diacetil radiomarcada (Figura 10). Similarmente, lesdes alveolares foram
detectadas em ratos e camundongos expostos a 2,3-pentanodiona. Ja a
hexanodiona causou alteracBes histologicas apenas nos pulmdes de
camundongos, sugerindo toxicidade espécie-especifica (KREISS et al., 2007;
HUBBS et al., 2012; MILLER; GERRAD, 2005; ZACCONE et al., 2015; FEDAN
et al., 2006; MORE et al., 2012a, b; KELLY et al., 2014; FENNELL et al., 2015;
HUBBS et al., 2016). Sinais de neurotoxicidade também foram vistos com os
compostos 2,3-hexanodiona, 2,4-hexanodiona e 2,5-hexanodiona em ratos
(IWASAKI; TSURUTA, 1984).
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Figura 10 - Interac&do do DA ao DNA causando adutos.

3.4.6.2 Maltol

Maltol (CsHeO3) ou 3-hydroxi-2-metilpiran-4-ona € um pdé cristalino
branco que tem cheiro de caramelo e € um derivado de y-pirona (Figura 11).
Ele possui propriedades quelantes metalicas devido a presenca de um grupo
ceto-enol a, B-insaturado (KAHN; BEN-SHALOM, 1998). A IDA de maltol esta
abaixo de 1 mg/kg/dia (OMS, 2006). Maltol ndo est4 apenas disponivel em
alimentos como pao, leite, manteiga, porco ndo curado, cerveja, cacau, café e
feijdo, mas também pode ser formado sob condi¢cdes de cozimento e assados
simples (WHO, 2006).

O O
OH OH

O )

Figura 11 — Estrutura molecular do maltol e do etil maltol.

Do ponto de vista farmacocinético, o maltol é absorvido rapidamente
pelo trato gastrointestinal, metabolizado no figado [por glucoronidagdo (UDP-
glicunoril transferase A6 - UGT1A6) e sulfatacdo] e excretado pelos rins
(RENNHARD, 1971). No entanto, estudos subcronicos de 90 dias
demonstraram efeitos nefrotdxicos e hepatotoxicos em ratos e caes,
especialmente ap6s administracdo aguda. Observou-se hemossiderina nas
células de Kupffer de cédes que receberam 250 mg/kg/dia de maltol. Em doses
de 500 mg/kg/dia, verificaram-se casos de degeneracdo testicular, sinais
toxicos indicativos de quelacdo de ferro de hemdlise aguda. Estes efeitos nédo
foram observados num segundo estudo efetuado em cées que receberam até
300 mg/kg/dia (GRALLA et al., 1969).

Em ratos, a dose de 1000 mg/kg/dia de maltol inibiu o crescimento
normal e produziu danos renais. O etil maltol nha mesma dose n&do causou
efeitos grosseiros, mas o mesmo tipo de lesdo renal com menor incidéncia foi
observado microscopicamente. O etil maltol na mesma dose produziu sinais

transitérios de uma anemia hemolitica leve. Este produto quimico foi bem
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tolerado por dois anos por ratos e caes. Ndo foram observados efeitos
adversos toxicos no periodo embrionério ou fetal em doses de até 200
mg/kg/dia. Assim, o etil maltol parece ter uma ampla margem de seguranca e,
por administracdo repetida, € menos téxico do que o homdlogo maltol
(GRALLA et al., 1969).

Conforme determinado por ensaios in vitro de conversdo de sal de
tetrazdlio a formazan, o maltol mostrou toxicidade concentracdo dependente
sobre linhagens de neuroblastoma (camundongos: Neuro-2a; humana: IMR 32)
e reduziu a viabilidade de neurbnios de hipocampo fetal murino em
concentragbes micromolares. Eletroforeses revelaram padrbes de
fragmentacao de DNA sugestivos de apoptose (HIRONISHI et al., 1996).

A adicdo de maltol as células de timo de bezerro estimulou a forma-
cao de 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina (8-OHdG), um indicador para a presenca
de radicais hidroxila, e adigdo de catalase, uma enzima normalmente presente
endogenamente e que converte perdxido de hidrogénio, um precursor de
radical hidroxila, em agua e oxigénio, inibiu completamente a formacédo de 8-
OHdG. Antes disso, outra enzima antioxidante endégena chamada superéxido
dismutase catalisa a conversdo de radicais livres do tipo superéxido em
peréxido de hidrogénio, o qual é depois convertido em radicais OH™ por Fe? na
reacdo de Fenton. O peroxido de hidrogénio também oxida a glutationa
reduzida (GSH) levando a uma menor relacdo GSH/GSSG (oxidada) e um
aumento no estresse oxidativo celular. Portanto, a evidéncia de acé&o
genotoxica, provavelmente, seja resultado da reducdo de ions metalicos
intracelulares por altas concentracdes intracelulares de alfa-cetoendis, sejam
eles aliciclicos (ex.: hinoquitiol) ou heterociclicos (ex.: funareol e maltol),
levando, eventualmente, a producdo de radicais OH’, danos oxidativos ndo
reparados ao DNA e, eventualmente, a apoptose devido a atividade pro-
oxidante (MURAKAMI, 2005, 2007; ALAM et al., 2013; SMITH, 2009).

4 CONCLUSOES

Muitas reacOes adversas tém sido associadas a ingestdo de aditivos
alimentares. Embora as instituicbes regulamentadores nacionais e

internacionais fiscalizem o uso e a toxicidade de tais aditivos, a grande
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diversidade de tipos e classes quimicas de aditivos, a complexidade de
misturas quimicas, as diferencas de aplicagdo industrial, de combinacdo de
produtos, de consumo diario, de metabolismo individual (em relacdo ao
polimorfismo genético, idade e sexo), o uso concomitante ou nao de diferentes
tipos de aditivos e na presenca de enfermidades, além do surgimento de
reacOes idiossincrasicas exigem, constantemente, o aperfeicoamento das
acOes sanitarias de controle alimentar visando a protecdo a saude da
populacao e a atualizacdo de regulamentos técnicos sobre uso e limites diarios
dos aditivos alimentares.

A maioria dos 6rgaos reguladores se opdem a algumas pesquisas que
demonstram toxicidade de aditivos alimentares pelo fato de tais estudos serem
realizados usando doses acima dos niveis maximos recomendados com base
na IDA, o que impede ou desmotiva a suspensao ou retirada de tais aditivos do
mercado. Essa atitude dos 6rgdos regulamentadores acontece mesmo num
ambiente de incerteza quanto a quantidade de aditivos usada nos processos de
fabricacdo de produtos alimenticios em grande escala (ex.: industrias) ou
pequena escala (ex.: padarias, bolarias, confeitarias e residéncias), ou se a
quantidade usada de cada aditivo esta de acordo com as necessidades
organolépticas dos consumidores. Na verdade, os aditivos mais comuns em
lojas especializadas em artigos de festas e similares, como corantes,
aromatizantes, estabilizantes e flavorizantes, sdo vendidos de forma livre e
indiscriminada, sem controle de quantidade por pessoa fisica ou juridica, o que
sugere, erroneamente, que tais substancias sejam indécuas ou inertes ao

organismo humano ou ao meio ambiente.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial antiproliferativo, citotdxico e
genotdxico de aromas sintéticos liquidos salgados de manteiga, queijo cheddar
e cebola. O potencial antiproliferativo (2,9-1500 pug/mL) foi avaliado pelo teste
de MTT ap6s 72 h utilizando as linhagens tumorais humanas SF-295
(glioblastoma), OVCAR-8 (carcinoma de ovério), HCT-116 (carcinoma de
c6lon) e HL-60 (leucemia promielocitica) e cultura priméria murino de Sarcoma
180 (S180) e células mononucleares de sangue periférico (PBMC). Bulbos de
Allium cepa foram expostos a doses crescentes (1 mL e 2 mL). Somente os
aromas de manteiga e queijo cheddar revelaram atividade citotoxica contra
células tumorais, com valores de Clsg variando entre 125,4 pg/mL (cheddar -
HCT-116) e 402,6 ug/mL (manteiga - OVCAR-8). O aromatizante de manteiga
foi 0 mais citotoxico em PBMC (136,3 ug/mL) e aumentou a taxa de divisdo
celular em relagdo ao indice mittico, mas ndo causou aberragdes celulares.
Os aromatizantes de cebola e cheddar reduziram o indice mitético depois de 24
h e 48 h de exposicdo, mas somente o de cebola resultou em aberracbes
celulares e anormalidades do fuso mitético, tais como pontes telofasicas e
anafasicas, células micronucleadas, metafases-cochicinicas e amplificagdes.
Entdo, os aromatizantes de manteiga, cebola e cheddar causaram mudancas
significativas na divisdo de células meristematicas de A. cepa e apresentaram
acao citotoxica até mesmo em ceélulas tumorais humanas em proliferacao

descontroladas.

PALAVRAS-CHAVE: Aditivos alimentares, Allium cepa, acao antiproliferativa,

células tumorais, toxicidade.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the antiproliferative, cytotoxic and
genotoxic potential of salty liquid synthetic flavorings of Butter, Cheddar Cheese
and Onion. The antiproliferative potential (2.9-1500 pug/mL) was assessed by
MTT assay after 72 h using the human tumor lines SF-295 (glioblastoma),
OVCAR-8 (ovarian carcinoma), HCT-116 (colon carcinoma) and HL-60
(promyelocytic leukemia) and primary cultures of murine Sarcoma 180 (S180)
andperipheral blood mononuclear cells (PBMC). Allium cepa bulbs were
exposed to growing respective doses (1 mL and 2 mL). Only Butter and
Cheddar flavorings revealed cytotoxic activity on cancer cells, with 1Csp values
ranging from 125.4 pg/mL (cheddar - HCT-116) to 402.6 pg/mL (butter -
OVCAR-8). Butter flavoring was the most cytotoxic on PBMC (136.3 pg/mL)
andincreased cell division rate in relation to the mitotic index but did not cause
cellular aberrations. Onion and Cheddar flavorings reduced the mitotic index
after 24 h and 48 h exposure, but only Onion flavoring resulted in cellular
aberrations and mitotic spindle abnormalities, such as anaphase and telophase
bridges, micronucleated cells, conchicine-metaphases and amplifications. So,
Butter, Onion and/or Cheddar flavorings caused significant changes in the
division of meristematic cells of A. cepa and presented cytotoxic action even on

decontrolled proliferating human tumor cells.

KEYWORDS: food additives, Allium cepa, antiproliferative action, neoplasic

cells, toxicity.
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1 INTRODUCAO

Os aditivos alimentares sdo compostos intencionalmente adicionados,
sem beneficio nutricional, com o propésito de modificar as caracteristicas
fisicas, quimicas, biolégicas ou sensoriais dos produtos alimentares. Entre
estes, as substancias aromatizantes tem propriedades sensoriais que
proporcionam sabor e aroma a varios tipos de alimentos (CONSTANTE et al.,
2007). Eles tém formulacdo quimica complexa, incluindo diluentes,
antioxidantes, antiespumantes, conservantes, emulsionantes, estabilizantes,
reguladores de acidez, intensificadores de sabor, agentes antiespumantes,
agentes anti-aglomerantes, corantes, solventes para extracdo e
processamento, aprovados pela Autoridade Européia para a Seguranca dos
Alimentos (EFSA) e pela Agéncia Nacional de Vigilancia Nacional de Saude
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA).

Além disso, dada a sua constituicdo quimica, os aromatizantes sdo
considerados uma controvérsia no progresso da industria alimentar, uma vez
gue muitos especialistas da salude sugerem que esses aditivos, bem como
corantes, contribuem significativamente para o empobrecimento da dieta e para
o desencadeamento de doencas (CHEESEMAN, 2012). Desta forma, os
pesquisadores relatam que o uso de substancias aromatizantes, principalmente
as sintéticas, suscita uma série de questdes relativas a toxicidade em nivel
celular e sistémico, e apontam para a necessidade urgente de estudos que
avaliam seu potencial téxico. A ANVISA (2007) declara ser uma prioridade a
melhoria na segurancga sobre o uso de aditivos na formulagéo de alimentos.

Neste contexto, os métodos citotoxicos revolucionaram o rastreio de
substancias ativas baseado em células, oferecendo ensaios colorimétricos de
triagem de alto rendimento e simplificou o processamento de amostras que néo
requerem radiois6topos, sendo suficientemente sensiveis para formatos
miniaturizados, como o uso de placa de 96 e/ou 384 pocos visto em ensaios de
MTT, ATP e Alamar Blue. Estes métodos tém sido muito utilizados na busca de
novas substancias com atividade antiproliferativa e potencial téxico (SKEHAN
et al., 1990; AL-NASIRY et al., 2007; LEITE et al., 2014; FERREIRA et al.,
2015; MONCAO et al., 2015).

Bioensaios vegetais sdo considerados altamente sensiveis e métodos

simples para o monitoramento dos efeitos citotdéxicos e genotéxicos de
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compostos quimicos (IGANCI et al., 2006). O método do Allium cepa (cebola),
usando regibes meristematicas de raiz, é indicado como um organismo teste
eficaz para avaliar a toxicidade a nivel celular (CARITA E MARIN-MORALES,
2008). Este sistema de teste possui excelentes propriedades cinéticas de
proliferacdo, grandes e poucos cromossomas (2n = 16), o que facilita a
deteccdo de aberragbes celulares (HERRERO et al., 2012) e permite verificar
alteracdes na divisdo celular (indice mitético), como aumento ou diminuicdo
das taxas de proliferacdo celular em tecidos expostos a produtos quimicos de
interesse (TABREZ et al.,, 2011). Nesse contexto, este estudo avaliou a
citotoxicidade e genotoxicidade de aromas sintéticos alimentares de manteiga,
cebola e queijo cheddar em células vegetais e tumorais humanas e murinas.
Esses aromatizantes foram escolhidos por causa de seu amplo uso na industria
de alimentos, especialmente na producédo de alimentos congelados, e devido

ao seu elevado consumo pela populagéo.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Produtos Quimicos

Os aromatizantes sintéticos liquidos salgados de manteiga, queijo
cheddar e cebola, idénticos ao natural, foram adquiridos de um varejista
especializado na comercializagdo nacional e internacional de aditivos
alimentares sintéticos localizados no Nordeste do Brasil, na cidade de
Teresina, Piuai. Os aromas, com aspecto oleoso, foram embalados em
garrafas de cor ambar com uma capacidade de 100 mL. Doxorubicina e Alamar
Blue™ (Resazurina) foram adquiridos da Sigma Aldrich Co. (St. Louis, MO,
EUA). Todos os aromatizantes foram diluidos em dimetilsulféxido (DMSO) a

uma concentracao final de 50 mg/mL (solug&o estoque).

2.2 Ensaio Antiproliferativo in vitro

O potencial antiproliferativo dos aromas sintéticos liquido de salgado foi
avaliado apdés 72 h exposicdo usando as linhagens humanas SF-295
(glioblastoma), OVCAR-8 (carcinoma de ovario), HCT-116 (carcinoma de
colon), HL-60 (leucemia promielocitica), culturas primarias de células do
Sarcoma 180 (S180) e de células mononucleares de sangue periférico humano
(Peripheral Blood Mononuclear Cells - PBMC).
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As linhagens foram cultivadas em frascos plasticos para cultura do tipo
Corning (25 cm?, volume de 50 mL) utilizando o meio de cultura RPMI 1640
suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibibticos
(penicilina/estreptomicina). As células foram incubadas em incubadora de
células (Shel Lab CO, Water Jacketed Incubator®, Estados Unidos) & 37 °C
com atmosfera de 5% de CO2 e 95% de umidade, seguido da observacao do
crescimento celular com ajuda de microscépio de inversao a cada 24 h.

A quantificacdo da proliferacéo celular (2,9-1.500 pg/mL) foi determinada
por espectrofotometria, utilizando um leitor multiplacas (Detector Multimodo
DTX 880, Beckman Coulter), a um comprimento de onda de 595 nm para
ensaio de MTT e a comprimento de onda de 570 e 595 nm para o ensaio
Alamar Blue. Os grupos controles (positivos e negativos) receberam a mesma
guantidade de DMSO (0,1%). Doxorrubicina foi utilizado como controle positivo
(0,005-5,0 pg/mL).

2.2.1 Avaliacdo da atividade citotéxica contra as linhagens celulares
tumorais humanas

A citotoxicidade contra diferentes tipos histolégicos de cancer humano
foi avaliada utilizando o método de MTT (Mosmann, 1983), que analisa a
capacidade de células vivas para reduzir o corante amarelo 3-(4,5-dimetil-2-
tiazolil)-brometo de 2,5-difenil-2H-tetrazélio (MTT) a um produto de formazan
purpura. Resumidamente, as células foram plaqueadas em placas de 96 pocos
(0,3-0,7 x 10° células/poco) e incubadas para permitir a ades&o celular. Apds
24 h de incubacdo, as substancias previamente dissolvidas em DMSO puro e
estéril foram adicionadas as placas (2,9-1500 pg/mL).

Apds 69 h de incubacédo, as placas foram removidas e centrifugadas a
1500 rpm durante 15 min. O sobrenadante foi aspirado e foram adicionados
200 pL de solucdo de MTT de 10% em meio RPMI 1640. As placas foram
entdo incubadas a 5% de CO, durante 3 h. Em seguida, as placas foram
novamente centrifugadas, o sobrenadante foi aspirado e o precipitado foi
resuspendido em 150 pL de DMSO puro e agitou-se durante cerca de 10
minutos até a completa dissolucdo dos cristais de formazan. A leitura foi
realizada utilizando um espectrofotbmetro de placa (880 DTX Multimode

Detector, Beckman Coulter) a 595 nm.
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2.2.2 Avaliagéo in vitro no tumor murino Sarcoma 180

Camundongos Swiss fémeas adultos (Mus musculus Linnaeus, 1758)
foram obtidos a partir do biotério da Universidade Federal do Piaui (UFPI),
Teresina, Brasil. Eles foram mantidos em gaiolas bem ventiladas sob condicdes
padrao de luz (ciclo claro/escuro de 12 h) e temperatura (27 £ 2 °C) e foram
alojados com acesso livre a dieta comercial para roedores (Nutrilabor,
Campinas, Brasil).

Células tumorais S180 foram mantidas na cavidade peritoneal de
camundongos Swiss no Laboratério de Oncologia Experimental da
Universidade Federal do Ceard desde meados dos anos 1980 e uma amostra
do tumor foi doada para o nosso laboratorio — Laboratério em Pesquisa de
Cancerologia Experimental (LabCancer™) — na UFPI. Todos os procedimentos
foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UFPI
(Processo n° 008/2015) e seguiram-se as normas brasileiras (Colégio Brasileiro
de Experimentagdo Animal - COBEA) e internacionais sobre o cuidado e uso
de animais de laboratoério (EEC, 1986).

Camundongos portadores de tumor ascitico entre 7 e 9 dias apods a
inoculacao foram sacrificados por deslocamento cervical e uma suspensao de
células de sarcoma 180 foi colhido a partir da cavidade intraperitoneal, sob
condicBes assépticas. A suspensao foi centrifugada a 500 x g por 5 min para
se obter um pellet de células e lavou-se trés vezes com meio RPMI. A
concentracdo celular foi ajustada para 0,5 x 10° células/mL em meio RPMI
1640 suplementado, e as células foram plaqueadas numa placa de 96 pocos e
incubadas com os aromatizantes [(2,9-1.500 ug/mL). A proliferagcao celular foi
determinada pelo ensaio Alamar Blue apés 72 h a 37 °C com 5% de CO,. Vinte
e quatro horas antes do final da incubacéo, 20 pL de uma solucdo de estoque
(0,156 mg/mL) de azul de Alamar Blue™ foram adicionadas a cada pogo. A
absorbancia foi medida a 570 nm e 595 nm, e o efeito da substancia teste foi

guantificada como a percentagem de controle (FERREIRA et al., 2011).

2.2.3 Estudo antiproliferativo em células mononucleares do sangue
periférico pelo ensaio Alamar Blue
O sangue humano heparinizado (de doadores saudaveis, ndo-fumantes,

gue nao tinham tomado qualquer medicamento por, pelos menos, 15 dias antes
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da coleta, entre 18-35 anos de idade) foi recolhido e PBMC foram isoladas por
um meétodo padréo de centrifugacdo com gradiente de densidade sobre Ficoll-
Hypaque. As PBMC foram lavadas e resuspendidas (3 x 10° células/mL) em
meio RPMI 1640 suplementado e fito-hemaglutinina (4 %). Em seguida, as
PBMC foram plaqueadas em placas de 96 pocos (3 x 10° células/poco). Apés
24 h, os aromatizantes foram adicionados a cada poc¢o (2,9-1.500 ug/mL) e as
células foram incubadas durante 72 h. Vinte e quatro horas antes do final da
incubacédo, 10 pL de uma solugao estoque (0,312 mg/mL) de Alamar Blue™ foi
adicionado a cada poco (Ferreira et al., 2015). A absorbancia foi medida como
descrito anteriormente. Todos os estudos foram realizados de acordo com
diretrizes brasileiras (Lei 466/2012 do Conselho Nacional de Saude, Brasil) e

com a Declaracéo de Helsinque.

2.2.4 Avaliagdo do potencial citotoxico e genotoxico em células
meristematicas de raiz de Allium cepa

As recomendacdes de fabricacdo relatam o uso de 1 mL de
aromatizante em 300 g de massa. Assim, o teste A. cepa foi realizado usando
bulbos de cebola, com um peso médio de 300 g e aromatizantes nas doses de
lede2mL.

2.2.4.1 Células de meristema de raiz para analise citogenética

Bulbos de A. cepa foram colocados em garrafas com agua destilada a
temperatura ambiente (25 °C), arejada, até a obter raizes de cerca de 2 cm de
comprimento. Para a analise de cada dose (tratamento), um grupo
experimental com cinco bulbos foi estabelecido. Antes de colocar as raizes em
contato com as respectivas doses, algumas raizes foram recolhidas e fixadas
para funcionar como controle do préprio bulbo.

As raizes restantes com cinco bulbos de cada avaliagdo das doses
foram colocadas nas respectivas solu¢des durante 24 h, compreendendo o
tempo de exposicdo de 24 h (TE 24 h). Logo apoés, algumas raizes foram
removidas e fixadas. As raizes remanescentes de cada ampola foram
devolvidas as suas respectivas solu¢cbes e manteveram-se durante mais 24 h,
compreendendo o tempo de exposi¢cdo de 48 h (TE 48 h). Apos este periodo,

as raizes foram colhidas e fixadas novamente. Os tempos de exposicao de 24
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e 48 h foram escolhidos para avaliar os efeitos dessas doses em mais de um
ciclo celular. Todas as raizes estiveram em contato direto com a solucdo de
teste. As raizes foram fixadas em Carnoy 3:1 (etanol:acido acético) a
temperatura ambiente durante 24 h. Para cada coleta, foram usadas trés raizes

por bulbo.

2.2.4.2 Preparacéo e leitura de laminas

Em média, trés laminas foram montadas por bulbo, seguindo o método
de Guerra; Souza (2002). Cada lamina foi corada com duas gotas de 2%
orceina acética e examinada sob um microscépio de luz com magnitude de
400X. A soma de 1.000 células foi analisada para cada bulbo, num total de
5000 células por grupo (controle e tratados).

Foram analisadas as células em interfase, profase, metafase, anafase e
teléfase. O numero de células na interfase e na divisao foi calculado para cada
controle e tempo de exposicao para determinar o indice mitético (IM). O efeito
das doses aromatizantes também foi avaliado pela quantificacdo de células
com micronucleos, C-metafases, pontes na anafase e telofase, amplificacdo

génica, células com adesao, botbes nucleares e anafase multipolar.

2.3 Andlises Estatisticas

Para ensaios de citotoxicidade, os valores de ICso € seus intervalos de
confiangca de 95% foram obtidos por regressdao nao linear, utlizando o
programa Graphpad (Prisma 5.0, Intuitive Software for Science, San Diego,
CA). Todos os estudos in vitro foram realizados em duplicata representado por
avaliacbes biolégicas independentes (n= 2). Os resultados com Allium cepa
foram analisados pelo teste do qui-quadrado (x?) e as diferencas foram
consideradas estatisticamente significante quando p <0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Novas perspectivas dificilmente indicavam a necessidade de avaliagoes
toxicologicas e celulares de aromatizantes e flavorizantes como uma forma de
repensar, desenvolver e reorganizar, com base nas novas descobertas, novos
documentos técnicos por parte das agéncias reguladoras que normatizam a

utilizacao de aditivos alimentares (KONISHI et al., 2011). No presente estudo,
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primeiramente, avaliou-se a atividade citotoxica de substancias aromatizantes
em quatro linhagens de células tumorais utilizando MTT. MTT é um método
rapido, sensivel e de baixo custo para analisar a viabilidade e o estado
metabdlico da célula baseada na conversdo do sal amarelo MTT para um
cristal azul arroxeado por enzimas mitocondriais de células metabolicamente
ativas (SKEHAN et al., 1990). Conforme descrito na Tabela 1, apenas 0s
aromatizantes de queijo cheddar e manteiga mostraram atividade citotoxica
com valores de ICso que variam de 125,4 pg/mL (cheddar - HCT-116) a 402,6
pg/mL  (manteiga - OVCAR-8), embora nenhum deles tenha revelado
citotoxicidade contra as células leucémicas. Também foi verificada a acao
antiproliferativa em cultura primaria de PBMC apo6s 72 h de incubacdo. O
aromatizante de manteiga foi o mais citotoxico sobre leucécitos normais
humanos [136,3 (111,3-167,0) pg/mL].
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Tabela 1 — Avaliagdo da atividade citotdxica in vitro dos aromatizantes sabor de cebola, cheddar e manteiga em linhagens
cancerosas humanas por ensaio de MTT e na cultura priméria de células de Sarcoma 180 (S180) e em células
mononucleares de sangue periférico (PBMC) quantificadas pelo teste de Alamar Blue apds 72h de incubacéo.

ICs0 (Mg/mL)*
Aromatizante
SF-295 OVCAR-8 HL-60 HCT-116 S180 PBMC
Cebola > 1500 > 1500 > 1500 > 1500 > 1500 > 1500
301,8 385,8 125,4
Queijo Cheddar > 1500 > 1500 > 1500
248,3 — 366,8 332,3 -448,2 102,1 - 154,0
402,6 383,2 250,7 136,3
Manteiga > 1500 > 1500
305,1 -531,3 313,4 — 468,7 194,1 — 323,9 111,3-167,0
0,2 0,3 0,02 0,1 1,9 0,97
Doxorubicina
0,13-0,23 0,17-0,31 0,01 -0,02 0,09 -0,17 14-24 0,52-1,80

* Os dados sao apresentados como valores de ICs € intervalos de confianga de 95% para linhagens tumorais de leucemia (HL-60), cancer de célon
(HCT-116), glioblastoma (SF-295) e carcinoma de ovario (OVCAR-8), para Sarcoma 180 e células mononucleares do sangue periférico (PBMC)
humanos. A doxorrubicina (DOX) foi utilizada como controle positivo. Experimentos foram realizados em duplicata.
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Na tentativa de prognosticar a acdo antitumoral in vivo, determinou-se
também a atividade em células de sarcoma 180 utilizando o ensaio Alamar
Blue. Esta metodologia incorpora um indicador de crescimento
fluorométrico/colorimétrico com base na deteccdo de atividade metabdlica.
Especificamente, o sistema incorpora um indicador de oxidacdo-reducédo que
floresce e muda de cor em resposta a redugdo quimica do meio de crescimento
gquando ocorre o crescimento celular. Esta técnica tem sido amplamente
utilizada para avaliar diferentes tipos de células em testes de suscetibilidade
toxicologica, ambiental, antimicrobiana e citotoxica. Ela apresenta maior
sensibilidade quando comparada com outros ensaios de citotoxicidade, uma
vez que é necessaria uma menor quantidade de células e menos etapas, o0 que
a torna um método adequado para avaliar a proliferacdo em culturas primarias
de células normais e de tumorais de camundongos, ratos e seres humanos
(AL-NASIRY et al., 2007; RAMPERSAD et al., 2012; SCHOONEN et al., 2012;
BEZERRA et al., 2015; FERREIRA et al., 2015). Assim, ap6s os estudos, nhao
foi encontrado acao antiproliferativa dos aromatizantes contra células de S180,
exibindo resultados negativos como aqueles encontrados com células da
leucemia HL-60 (Tabela 1). Isso pode ser explicado, em parte, pela
especificidade antiproliferativa sobre tipos celulares, a qual é observada com
substancias na forma de misturas complexas de compostos, 0 que
provavelmente deve-se a presenca de diferentes classes quimicas (CRAGG et
al., 1994). Por isso, o uso de mais de uma linhagem celular € considerada
necessaria para a deteccéo de substancias com ac¢dao citotoxica.

Uma vez que as células de S180 sdo mantidas na cavidade peritoneal
de camundongos, é provavel que o seu comportamento seja semelhante ao
apresentado por células que crescem em suspensao como da linhagem HL-60.
Talvez, os aromatizantes estejam interferindo na adesédo celular a matriz
extracelular (MEC) (neste caso, é o plastico do frasco), causando acdo
citotdxica. A adesdo a MEC é essencial para a sobrevivéncia e a propagacao
de células aderentes. A perda de adesdo ativa a apoptose conhecida como
anoikis. Anteriormente, alguns trabalhos com Brefeldina A (BFA), uma
micotoxina que provoca estresse no reticulo endoplasmatico em células

eucaribticas, mostraram que Brefeldina A induz, preferencialmente, a morte
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celular em culturas de carcinoma da mama MDA/MB-231 em suspensdo em
comparacao com linhagens aderentes (TSENG et al., 2014).

Embora os estudos de citotoxicidade in vitro usando o bioensaio MTT e
técnicas semelhantes sejam eficazes na busca de novas substancias com
potencial antiproliferativo, tais técnicas ndo determinam o mecanismo de acao
das substancias em estudo (BERRIDGE et al., 1996). Entdo, para avaliar a
acdo desses 3 aromatizantes, utilizaram-se células meristematicas de raiz de
A. cepa para obter dados mais detalhados sobre a toxicidade a nivel celular.
Este sistema de teste é amplamente usado no rastreio de citotoxicidade e
genotoxicidade de produtos quimicos (Herrero et al., 2012) e tem similaridade
satisfatoria para resultados com outros organismos teste (ARUNG et al., 2011;
GOMES et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2013).

A Tabela 2 descreve o numero de células em interfase e em diferentes
fases da diviséo celular e os valores do indice mitotico de células de A. cepa do
meristema radicular tratados com aroma de manteiga. Houve um aumento
significativo na taxa de divisao celular em relacdo ao IM em todas as doses e
tempos testadas em comparacdo com o controle. Nenhuma das doses causou
aberragGes celulares ou interferiu no IM entre a exposi¢ao 24 h e 48 h uma vez
que as alteracdes mitéticas do fuso ou micronucleos nao sao observadas (p >
0,05).

Tabela 2 — Numero total de células analisadas no ciclo celular do meristema de
raiz de Allium cepa apés tratamento com 1 e 2 mL do aromatizante sabor

manteiga nos tempos de exposicdo de 24 e 48 h.

Células Células IM
Dose TE Indl,ferenmadas p M A T em ) (%)
/Intérfase divisdo
C 4,464 202 187 82 65 536 10,7
1mL 24 h 3,711 438 397 301 153 1,289 25,8*
48 h 3,830 413 389 219 149 1,170 23,4*
C 4,381 190 177 152 100 619 12,4
> mL 24 h 3,892 345 289 271 203 1,108 22,2*
48 h 3,830 392 279 298 201 1,170 23,4*

TE — Tempo de exposi¢do; C — Controle negativo; IM — indice mitético. *Os valores médios do
IM foram analisados pelo teste Qui-quadrado (xz) e foram significativamente diferentes quando

p < 0,05.
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De acordo com Cavalcantti et al. (2012), o composto diacetil (2,3-
butanodiona), um diluente usado em grandes quantidades na composicao
quimica do aromatizante Manteiga, causa bronquiolite obliterante, uma doenca
muito comum em trabalhadores de fabrica de pipoca de microondas, que
bloqueia os bronquiolos e compromete a funcdo pulmonar. Whittaker et al.
(2008) analisaram o potencial mutagénico deste composto quimico em um
ensaio de mutagdo genética com células de linfoma de rato da linhagem
L5178Y e observaram que o diacetil causou danos significativos no loco
cromossOmico 11 e causou perda funcional da enzima timidina quinase, o que
levou a proliferacdo descontrolada de células de linfoma.

Altas doses de diacetil sdo citotoxicos devido ao seu potencial para
substituir timina com guanina. Esta alteracdo pode afetar o controle da divisdo
celular (More et al.,, 2012), o que pode explicar, pelo menos em parte, o
aumento na proliferacdo das células do meristema radicular. De fato, alguns
estudos indicam que diacetil pode ser considerado um ativador tumorigénico.
Similarmente, Potera et al. (2012), em um estudo com camundongos,
descobriu que o diacetil induziu a proliferacdo de fibroblastos nos pulmdées
destes animais, devido ao aumento da expressao de genes responsaveis pela
produgéo de citocinas. Assim, os resultados obtidos por More et al. (2012) e
Potera et al. (2012) confirmam os resultados obtidos no presente estudo, uma
vez que as doses utilizadas estimularam um aumento significativo na divisdo
celular.

A Tabela 3 apresenta o numero de células em interfase e em diferentes
estagios de divisdo junto com valores do IM das células do meristema radicular
de A. cepa tratadas com o aromatizante sabor cheddar. Observou-se que as
doses de 1 mL e 2 mL do aromatizante Cheddar causaram reducdo dose
dependente do IM apés 24 h (15,0 e 6,5%) e 48 h (6,0 e 6,3%) de exposicao,

respectivamente (p <0,05).
Tabela 3 - Numero total de células analisadas no ciclo celular do meristema de

raiz de Allium cepa apés tratamento com 1 e 2 mL do aromatizante sabor

cheddar nos tempos de exposicao de 24 e 48 h.
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Células Células

Dose TE Indiferenciadas em l(';ﬂo)
/Intérfase P M A T divisao
C 3,541 1205 116 85 53 1459 29,2
1mL 24 h 4,249 544 107 44 56 751 15,0*
48 h 4,702 114 106 43 35 298 6,0*
C 3,426 465 55 32 22 1574 315
2 mL 24 h 4,777 213 57 31 22 323 6,5*
48 h 4,685 282 18 07 08 315 6,3*

TE — Tempo de exposi¢do; C — Controle negativo; IM — indice mitético. *Os valores médios do
IM foram analisados pelo teste Qui-quadrado (x°) e foram significativamente diferentes quando
p <0,05.

A Tabela 4 mostra o numero de células em interfase e em diferentes
estagios da divisdo celular e valores do indice mitético das células do
meristema da raiz de A. cepa tratadas com o aromatizante sabor de cebola (TE
24 e 48 h). Este aromatizante reduziu a divisdo celular em 24 e 48 h da
exposicao para ambas as doses de 1 mL (3,5 e 2,1%) e 2 mL (2,5 e 2,6%),
respectivamente (p < 0,05). No entanto, ndo foram encontradas diferengas
estatisticas entre as doses (p > 0,05). Tanto no TE quanto nas doses,
observou-se 0 aumento de células em préfase, especialmente apos 48 h,
sugerindo que o aromatizante sabor de cebola em tais condi¢ces interfere na

formacao ou na configuracdo do fuso mitético.

Tabela 4 - Numero total de células analisadas no ciclo celular do meristema de
raiz de Allium cepa apoés tratamento com 1 e 2 mL do aromatizante sabor de

cebola nos tempos de exposicao de 24 e 48h.

Células Células IM
Dose TE |nd|,feren(:|adas P M A T em ) (%)
/Intérfase divisdo
C 4 561 161 105 82 91 439 8,8
1mL 24 h 4,826 129 14 22 09 174 3,5%
48 h 4,896 101 00 01 02 104 2,1*
C 4,454 270 86 58 132 546 10,9
2 mL 24 h 4874 101 16 09 00 126 2,5%
48 h 4871 124 05 0 00 129 2,6*

TE — Tempo de exposi¢do; C — Controle negativo; IM — indice mitético. *Os valores médios do
IM foram analisados pelo teste Qui-quadrado (xz) e foram significativamente diferentes quando
p <0,05.
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A Tabela 5 demonstra que os tratamentos com o aromatizante sabor de
cebola em ambas as doses de 1 mL e 2 mL reduziu o indice mitético (24 h:
3,5%, 48 h: 2,1% / 24 h: 2,5%, 48 h: 2,6%) e aumentou pontes anafasicas e
telofase (48h: 13 e 24 h: 27), células micronucleadas (24 h: 113, 48 h: 125/ 24
h: 175, 48 h: 118), C-metafase (48 h: 22 e 33) e amplificacdes (24 h: 67),
respectivamente. Entéo, aberragdes celulares [1 mL (24 h: 182, 48 h: 160); 2
mL (24 h: 202, 48 h: 153) foram mais elevadas quando comparados ao controle

negativo (p <0,05) (Figura 1).

Tabela 5 - Namero de pontes na anafase e telofase, células micronucleadas, c-
metafase, amplificacbes e o numero total de aberracbes cromossdémicas em

cada controle e em doses de 1 e 2 mL do aroma sabor de cebola.

Pontes Numero
Dose TE anafasicas C(_aluulas C-metafdse Amplificacdes tatal ~ de
e micronucleadas aberracdes
telofasicas celulares
C 1 0 0 0 01
1mL 24h 0 113 2 67 182*
48 h 13 125 22 0 160*
C 1 0 0 0 01
2mL 24h 27 175 0 0 202*
48 h 2 118 33 0 153*
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Figura 1 - Aberracdes celulares e anormalidades do fuso mitdtico causadas
pelo aromatizante sabor de cebola em células meristeméticas de raiz de Allium
cepa apods 24 h e/ou 48 h de tratamento. A: anafase tardia; B: cromossomo ndo
alinhado na placa equatorial metafasica; C: micronucleos; D: pontes na
anafase. Coloragcdo com orceina acética e exame por microscopio de

luz. Ampliacéo, 400X.

Portanto, o aromatizante sabor de cebola revelou atividade citotoxica,
como demonstrada por altas taxas de atividade antiproliferativa e genotoxica,
formacdo de micronucleos e alteracdes do fuso mitético das células vegetais.
Estes resultados diferem daqueles obtidos com ensaios in vitro com células
humanas e murinas, nas quais este aditivo alimentar nado foi citotoxico. Nao ha
estudos que avaliem a toxicidade a nivel celular deste aromatizante alimentar.

Infelizmente, também n&do ha dados sobre os constituintes quimicos (e
seus percentuais) nos aromatizantes. Poucos relatos descrevem estudos de
toxicidade com o0s compostos encontrados nesses aditivos, embora hajam
relatos de que sejam compostos clastogénicos, mutagénicos e citotoxicos em
células normais do sangue periférico humano. Entre os aromatizantes, alguns
deles inibem a proliferacdo microbiana, como o benzoato de potassio, benzoato
de sddio e o nitrato de potassio (BRASIL, 1999; MPOUNTOUKAS et al., 2010,
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ZEQUIN et al.,, 2011). Além disso, o acido bdrico, acido citrico, citrato de
potassio e de sbédio sdo citotéxicos em células meristematicas de A. cepa
(BRASIL, 1999; TUKOGLU, 2007). O alcool benzilico ¢, frequentemente,
utilizado para manter a uniformidade e facilitar a incorporacéo e dispersédo de
sabores. Mostrou-se que elevadas concentracdes de alcool benzilico
promovem danos significativos ao fuso mitético e, portanto, interferem na
divisdo celular de células sanguineas humanas (DEMIR et al., 2010). No
entanto, estes resultados ndo podem ser extrapolados para os resultados do
presente estudo uma vez que o0s seus ingredientes ndo estdo completamente
determinados. E importante ressaltar que, para cada classe de aromatizantes e
flavorizantes, cerca de trinta compostos quimicos podem estar presentes
(ANVISA, 2007). Entre estes, a classe com restricdo de uso de alguns dos seus
componentes é solvente para extragcbes, como o acido agarico, aloina,
berberina, cumarina, acido hidrocianico, hipericina, pulegona, safrole e
isosafrole, santonina e alfa e beta tujona que tém limites méaximos toleraveis
para aromatizantes alimentares (BRASIL, 1999). Além disso, os aromatizantes
alimentares esparteina, hexanoato de alilo e quinino foram proibidos no inicio
de 1980 devido a resultados de estudos de avaliacdo aguda e de longo prazo
realizados em diferentes sistemas (KONISHI et al., 2011).

Estudos também demonstraram que aromatizante alimentares podem
ser altamente téxicos quando utilizados por periodos prolongados, promovendo
hiperatividade em criancas com ou sem déficit de atencdo (STEVENS et al.,
2015), diminuicdo da hemoglobinemia, alteracfes drasticas na funcao hepética,
reducdo do ganho de peso corporal de ratos, alergias, hipersensibilidade
cutanea, além de apresentarem pouca digestéo no trato digestério de humanos
(ANDERSON et al., 2013, VOLTOLINI et al., 2014). No entanto, no geral, os
aromatizantes sao pouco estudados do ponto de vista toxicolégico, mas alguns
estudos avaliaram a toxicidade a nivel celular, diferentemente da maioria dos
corantes utilizados na industria alimentar, que foram amplamente estudados
em diversos bioensaios e tém valores bem definidos de ingestdo diaria
aceitavel (IDA) (HONORATO et al., 2013).

No Brasil, a ANVISA (BRASIL, 2007) afirma que altas doses de
aromatizantes podem causar acgdes irritantes e narcéticas e produzir toxicidade

by

crbnica no trato digestivo, a longo prazo, quando utilizados
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indiscriminadamente. No entanto, esta agéncia reguladora, bem como a EFSA,
ndo informa os limites de ingestdo diaria para estes aditivos e ndo relata as
doses que sao consideradas altas, nem que aromatizante provoca danos em
células ou 6rgaos especificos.

Salinas (2002) também acredita que os aditivos alimentares tenham
toxicidade celular a longo prazo. No entanto, como a ANVISA (2007), ndo
determina quais sdo doses consideradas altas e baixas nem define o
aromatizante que causa esse tipo de acdo. Assim, embora o Ministério da
Saude e ANVISA permitam o uso de aromatizantes, € necessario e urgente
desenvolver estudos para determinar os potenciais téxicos e doses de
seguranca destes aromatizantes alimentares (HONORATO et al., 2013).

4 CONCLUSAO

Os aromatizantes sabores de manteiga, cebola e/ou cheddar causaram
mudancas significativas na divisdo celular (e aberragdes celulares) em células
meristematicas de raizes de Allium cepa e apresentaram acao citotoxica
mesmo em células tumorais humanas. Portanto, € imprescindivel realizar
bioensaios suplementares para verificar, a nivel celular, como esses aditivos
promovem a morte em células de diferentes tipos de organismos [plantas e

mamiferos (camundongos e humanos)].
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CAPITULO 1l

Analise cromatogréfica e perfil toxicolégico de um aromatizante sintético
sabor manteiga

(Previsao de submissédo: Food and Chemical Toxicology — A2)
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RESUMO

O Aromatizante sabor de manteiga (AM) é um dos aditivos alimentares muito
utilizado na industria alimenticia por conferir o sabor amanteigado aos
alimentos. Apesar de ser nacional e internacionalmente regulamentado para
condicBes de uso, estudos sobre efeito toxicologico vem sendo controverso e
insatisfatorio em nivel celular e sistémico em poucos pesquisas encontradas na
literatura. Portanto, este estudo teve como objetivo caracterizar o perfil
toxicoldgico in vitro e in vivo utilizando como modelos experimentais de
laboratorio invertebrados e vertebrados, realizando uma triagem quimica do
aromatizante sabor de manteiga. Os resultados demonstraram que 0s
constituintes presentes no AM foram butanoato de etila (97,75 %) como
constituinte majoritario, 2,3-butonadiona (1,51%), Acido butanoico (0,39) e
hexanoato de etila (0,35%), respectivamente. Foram avaliadas a toxicidade
frente a A. salina e citotoxicidade frente as células normais humanas de
fibroblastos de pulmdes por Alamar blue do AM em diferentes concentracfes
variando de 1 — 25 mg/mL e de 0,4-50 pg/mL, respectivamente. Os resultados
demonstraram que o AM de manteiga ndo possui efeito toxico contra os
nauplios revelando em 24 horas CLs de 14,7(13,7-15,7) mg/mL e citotdéxico em
células de fibroblastos com Clso >50 pg/mL. Na investigacdo da toxicidade
aguda, os animais receberam administracao via oral por gavagem, dose Unica
do AM, nas doses de 150, 200, 300 e 1000 mg/kg (n = 5 por grupo), além de
grupo controle negativo (dgua destilada, 1 mL/100g) e grupo controle positivo
(diazepam 2 mg/Kg, i.p., h = 5) para avaliacdo nos testes comportamentais
observados nos periodos de 1h e 24h e posteriormente até o 14° dia apos o
tratamento. No entanto, foram observadas mortes em todas as doses testadas,
0 que permite, de acordo com Organisation for Economic Co-operation and
Development (OECD) Guideline 423, estimar que a DL50 do aromatizante seja
entre 30 a 300 mg/Kg. Os resultados do screening hipocratico mostraram a
auséncia de mortalidade e a presenca de sinais clinicos sugestivos de
toxicidade, com alteragbes comportamentais gerais e motoras. Ainda, foi
analisado o efeito do AM no tratogastrointestinal por meio do ensaio de
motilidade e observou-se aumento percorrido pelo carvdao ativado e
consequentemente diminuicdo do peso relativo com diferencas significativas
(p>0,05). O estudo com o aromatizante sabor manteiga revelou constituinte
majoritario Butanoato de etila, e in vitro auséncia de toxicidade frente a A.
salina, e auséncia de citotoxicidade em fibroblastos de pulmdes normais, com
toxicidade aguda por via oral e alteracdes comportamentais e fisiolégicas no
trato gastrintestinal em camundongos swiss adultos.

PALAVRAS-CHAVE: Ingrediente sintético. CG-MS. Toxicidade.
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ABSTRACT

Flavored flavored butter (AM) is one of the food additives widely used in the
food industry for imparting the buttery flavor to food. Despite being nationally
and internationally regulated for conditions of use, studies on toxicological
effects have been controversial and unsatisfactory at the cellular and systemic
level in few the research found in the literature. Therefore, this study aimed to
characterize the toxicological profile in vitro and in vivo using as invertebrate
and vertebrate laboratory experimental models, performing a chemical sorting
of the butter flavor flavor. The results showed that the constituents present in
the AM were ethyl butanoate (97.75%) as the major constituent, 2,3-
butonadione (1.51%), butanoic acid (0.39) and ethyl hexanoate (0.35 %),
respectively. The toxicity to A. salina and cytotoxicity against normal human
lung fibroblast cells by Alamar blue of the AM at different concentrations ranging
from 1 - 25 mg / mL and 0.4 - 50 yg / mL, respectively, were evaluated. The
results showed that butter AM does not have a toxic effect against nauplii,
revealing a LC50 of 14.7 (13.7-15.7) mg / mL and cytotoxic in IC50 fibroblasts
cells> 50 ug / mL in 24 hours. In the acute toxicity investigation, the animals
received oral administration by gavage, single dose of AM, at doses of 150,
200, 300 and 1000 mg / kg (n = 5 per group), as well as a negative control
group (distilled water, 1 mL / 100 g) and positive control group (diazepam 2 mg /
kg, ip, n = 5) for evaluation in the behavioral tests observed in the periods of 1h
and 24h and later until the 14th day after treatment. However, deaths were
observed at all doses tested, which allows, according to the Organization for
Economic Co-operation and Development (OECD) Guideline 423, to estimate
that the LD50 of the flavoring is between 30 and 300 mg / kg. The results of the
Hippocratic screening showed the absence of mortality and the presence of
clinical signs suggestive of toxicity, with general and motor behavioral
alterations. Also, the effect of AM on the gastrointestinal tract was analyzed by
means of the motility test and an increase was observed in activated charcoal
and consequently a decrease in relative weight with significant differences (p>
0.05). The study with flavor butter flavor revealed a constituent majority
Butanoate of ethyl, and in vitro absence of toxicity against A. salina, and
absence of cytotoxicity in fibroblasts of normal lungs, with acute oral toxicity and
behavioral and physiological alterations in the gastrointestinal tract in adult
SWiss mice.

KEYWORDS: Synthetic ingredient. CG-MS. Toxicity.
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1 INTRODUCAO

Os aromatizantes sao substancias que ndo possuem propriedades
nutricionais, mas usados para melhorar o sabor e aroma dos alimentos. Gragas
a ampla variedade de op¢0les, a industria de alimentos consegue satisfazer um
dos principais requisitos para atrair consumidores que consiste em imitar e
melhorar o sabor de alimentos processados com atributo sensorial desejavel,
bem como aumentar o lucro e a produtividade (MIROKUJI et al., 2014).

Dentre as categorias de aromatizantes permitidos pela legislacdo para
uso em alimentos, naturais e sintéticas, 0s sintéticos e idénticos ao natural sdo
amplamente utilizados em produtos alimenticios industrializados por
apresentarem uma estrutura quimica semelhante as substancias presentes nas
matérias-primas naturais processadas ou ndo (BRASIL, 2007; BRASIL 2012).
Como podem consistir de um Gnico produto quimico ou uma variedade
complexa de misturas de compostos, existem diferentes formas fisicas: solidos,
liquidos, vapores, ou liquido e vapor encapsulado dentro de um particulado
(CURWIN; MCKERNAN, 2015; BRASIL, 2007b; XU et al., 2015).

Internacionalmente, os aromatizantes sédo regulados por agéncias de
seguranca alimentar da Organizacdo das Nacdes Unidas para a Alimentacao e
Agricultura (FAO) e pela Associagdo de Fabricantes de Sabor e Extragao
(FEMA) (XU et al.,, 2015; MARQUES et al.,, 2015). No Brasil, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), normatiza o uso de aromatizantes
com base no Regulamento Técnico sobre Aditivos Aromatizantes — Resolucéo
da Diretoria Colegiada (RDC) n° 2, de 15 de janeiro de 2007 (ANVISA, 2007).
No entanto, vale ressaltar que dados de seguranca, como a Ingestao Diaria
Aceitavel (IDA) ndo é definida pela legislacdo para tais substancias, apenas o
uso quantum satis, ou seja, a quantidade que julgar suficiente para uso. Mas
alguns estudos com aromatizantes mostraram que, quando usados em doses
altas, eles causam acao irritante e narcoética, porém nao definem quais doses
sao consideradas altas ou baixas, nem quais os tipos de aromatizantes
apresentam toxicidade sistémica (BRASIL, 2007c; BRASIL, 1999; SALINAS,
2002; POLONIO; PERES, 20009).

Apesar de alguns estudos e da regularizacdo para uso e consumo,

pouco se sabe sobre os efeitos dos aromatizantes, principalmente, dos
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sintéticos, sobre a saude humana, seja em nivel celular ou sistémico
(SHIBAMOTO, 2014). A FEMA e ANVISA consideram urgente e necessaria a
realizacdo de estudos toxicolégicos agudos para avaliar adequadamente a
toxicidade dessas substancias (XU et al., 2015; BRASIL, 2007b,c). Portanto,
este estudo teve como objetivo caracterizar o perfil toxicolégico in vitro e in vivo
utilizando modelos invertebrados e vertebrados de experimentais de laboratério

e realizar a andlise quimica do aromatizante sabor manteiga.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material utilizado

O aditivo sintético idéntico ao natural “aromatizante sabor manteiga” na
forma liquida foi obtido de uma empresa de renome nacional e adquirido no
mercado de varejo na cidade de Teresina, Piaui, Brasil. Para a utilizacdo nos
testes, o aromatizante encontrava-se com o prazo de validade satisfatério, em
embalagem intacta e com caracteristicas organolépticas (aspecto oleoso,
coloracdo amarelada, odor e sabor de manteiga) dentro dos padrdes de

qualidade.

2.2 Andlise por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massa

A composicdo quimica do aromatizante foi determinada por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC/MS-QP2010
SE, AOC-5000 auto injetor da SHIMADZU, equipado com uma coluna Rxi-5HT,
Tamanho: 30 m x 0,25 mm?). O géas transportador foi o hélio (1 mL/mL). A
temperatura da coluna foi de 40 °C. A taxa de separacéao foi 10.0 (conferir) e o
injector e interface de temperatura foi 150 °C. O tempo de andlise total foi de
49,65 min com um fluxo de 1 mL/min. Os indices de retencdo (iR) foram
calculados a partir dos tempos de retencao (tR). A quantidade de compostos foi
determinada pela integracdo da area de picos dos espectrogramas. A amostra

foi aplicada em triplicata.

2.3 Citotoxicidade em células humanas normais
Células de fibroblastos humanos de pulmao da linhagem MRC-5 foram

cultivadas em frascos plasticos para cultura do tipo Corning (25 cm?, volume de
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50 mL) utilizando o meio de cultura RPMI 1640 suplementado com 10% de
soro fetal bovino e 1% de antibidticos (penicilina/estreptomicina). As células
foram incubadas em incubadora de células (Shel Lab CO, Water Jacketed
Incubator®, Estados Unidos) & 37 °C com atmosfera de 5% de CO, e 95% de
umidade, seguido da observacdo do crescimento celular com ajuda de
microscépio de inversdo a cada 24 h.

Em seguida, as células foram plaqueadas em placas de 96 pocos (3 x 10°
células/poco). Apos 24 h, os aromatizantes foram adicionados a cada poco
(0,4-50 pg/mL) e as células foram incubadas durante 72 h. Vinte e quatro horas
antes do final da incubacé&o, 20 yuL de uma solugéo estoque (0,156 mg/mL) de
Alamar Blue™ foi adicionado a cada pog¢o. A quantificacdo da proliferacao
celular foi determinada por espectrofotometria, utilizando um leitor multiplacas
(Detector Multimodo DTX 880, Beckman Coulter), a comprimento de onda de
570 e 595 nm para o ensaio Alamar Blue (Ferreira et al.,, 2015). O grupo
controle negativo recebeu a mesma quantidade de DMSO (0,1%).

2.4 Toxicidade em Artemia salina Leach

A avaliacao da toxicidade em nauplios de A. salina foi realizada segundo
metodologia descrita por Meyer (1982) e McLaughlin (1991). O teste consiste
na exposicdo dos nauplios na fase Il ou Ill durante 24 elou 48 h a
concentracfes crescentes da amostra que se pretende testar com analise do
namero de organismos mortos ao final do periodo de exposicdo (CETESB,
1987; VEIGA; VITAL, 2002; EL FELS; HAFIDI; OUHDOUCH, 2016).
Inicialmente, foram preparados 500 mL de uma solucdo sintética de sal
marinho (30 g/L: NaCl 77,23%, MgS0O, 9,62%, MgCl 7,13%, CaCl, 3,32%, KCI
2,11% e NaHCO3; 0,59%), a qual foi posteriormente adicionada agua mineral
ndo clorada na proporcao 1:1 (Agua marinha artificial) para a incubacédo dos
ovos de A. salina (10 mg/L) obtidos comercialmente. Estes foram mantidos a
25 °C, com aeracdo constante, durante 48 h para favorecer a ecloséo das
larvas de nauplios. Para o ensaio, foram colocados, em triplicata, dez
exemplares de nauplios em tubos de ensaio em um volume total de 5 mL de
agua marinha artificial com concentracdes finais do aromatizante de 1 a 25

mg/mL. O grupo controle negativo foi representado apenas por agua. Os
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nauplios de fase Il (48 h de vida) foram analisados e a contagem do numero
larvas mortas foi realizada apos 24 h de exposicdo e expresa como resultados
na curva de concentracdo-efeito (GAD, 2014).

2.5 Avaliacédo Toxicoldgica Aguda in vivo em camundongos

Para os testes de toxicidade aguda, comportamental e de transito
intestinal em mamiferos, camundongos Swiss fémeas com 25-30 g de peso e 2
meses de idade foram usadas, todos provenientes do Biotério Central do
Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Piaui. Os animais
receberam agua e dieta Purina® ad libitum e foram mantidos sob condi¢cdes
controladas de iluminagdo ciclo 12 h claro/escuro e acondicionados a uma
temperatura de 22 = 2°C. Antes dos estudos, os animais foram aclimatados
durante 5 dias no Biotério setorial de Experimentacdo do Programa de Pos-
Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas (PPGCF) e mantidos em jejum por 3-4
h com acesso a agua ad libitum antes da administracdo via oral/gavagem. Os
experimentos foram realizados de acordo com o0s principios éticos da
experimentacdo animal estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA). Todos os procedimentos foram previamente
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacéo Animal (CEEA - Protocolo
256/2016) da Universidade Federal do Piaui (UFPI, Teresina, Piaui).

Levando em consideracdo a minimizacdo da dor e do sofrimento, bem
como a garantia da robustez e reprodutibilidade dos estudos, as propriedades
toxicoldgicas in vivo do aromatizante sabor de manteiga foram investigadas de
acordo com a toxicidade aguda Classe Téxica, estabelecida pela Organizacéo
para a Cooperacédo e Desenvolvimento Econdmico (Organisation for Economic
Co-operation and Development - OECD), numero 423 (OECD 423), consistindo
em estudo de toxicidade oral aguda, dose Unica, por um periodo de 14 dias e
respeitando a proporcdo de 0,1 mL para cada 10 g de peso corpéreo na
administracao (OCDE, 2001; ANVISA, 2013). Os animais foram divididos em 5
grupos (n=5/grupo) e receberam, via oral por gavagem, &agua destilada
(controle negativo) ou doses crescentes de diluicdes do aromatizante (150,
200, 300 e 1000 mg/kg) (OCDE, 2001).

Para o screening hipocratico, foram observados deteccdo de morte e
outros sinais de toxicidade aos 30 min, 1 h e 24 h (OCDE, 2001; ANVISA,
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2013). As propriedades toxicologicas sobre o comportamento geral do animal
foram monitoradas a partir dos periodos propostos, nos quais foram avaliados
os efeitos sobre: a) Estado de consciéncia e disposicado (frénito vocal e
irritabilidade); b) Coordenacdo motora (atividade geral, resposta ao toque,
resposta ao aperto de cauda, contor¢do abdominal, reflexo de endireitamento);
c) Tonus muscular (tdbnus do corpo, forca para agarrar, ataxia); d) Reflexos
(corneal); e) Atividade do sistema nervoso central (tremores, convulsoes,
estimulacdes, fendmeno de “STRAUB”, hipnose, anestesia); f) Atividade do
sistema nervoso autdbnomo (lacrimacéo, ptose, miccao, defecacéo, piloerecéao,
respiracdo) (MALONE, 1983; BEJAR; MALONE, 1993; MAHON et al., 2014).
Os animais foram observados diariamente para a anotacdo de morte e para a

geracdo de um gréfico de Kaplan-Meyer.

2.5.1 Avaliagdo Comportamental

Para avaliar alteracbes na exploragdo, coordenacdo motora e tonus
muscular induzido pelo aromatizante, os animais foram analisados usando o0s
testes de campo aberto, barra giratoria (rota rod) e labirinto em cruz apés 60
min da administracédo oral de 150, 200, 300 e 1000 mg/kg da amostra teste e
controle negativo com 4gua destilada. Um grupo controle positivo recebeu via
intraperitoneal Diazepam na dose de 2 mg/kg (n = 5) somente no dia das

analises.

2.5.1.1 Campo Aberto

A avaliacdo da alteracdo exploratéria por cruzamentos (crossings),
coordenacdo motora (rearing) e autolimpeza (grooming) dos animais foi
realizada em uma caixa de acrilico (paredes transparentes e piso preto, 30 x 30
x 15 cm) dividida em 9 quadrantes iguais. Neste teste foram observados
durante o tempo de 5 min: o nUmero de cruzamentos com as quatro patas
(crossings), comportamento de autolimpeza (groomings) e levantamentos
(rearings) (ARCHER, 1973). ApoOs cada sessao individual do teste, o
equipamento foi desinfetado com alcool 70% para remover qualquer vestigio

deixado pelos animais.
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2.5.1.2 Rotarod

Para a avaliagdo da coordenacgdo e relaxamento muscular, usou-se o
teste de barra giratdria como conhecido como rota rod. Os camundongos foram
treinados 24 h antes do experimento para adquirir capacidade de se manter por
180 s em uma haste de 25 mm de diametro girando a 17 rpm. Os animais
foram colocados com as 4 patas sobre a barra giratoria por um periodo de 3
min, registrando-se, entdo o numero de quedas, com trés reconduc¢des, no
maximo (CARLINI; BURGOS, 1979). Apos cada sesséo individual do teste, o
equipamento foi desinfetado com alcool 70% para remover qualquer vestigio

deixado pelos animais.

2.5.1.3 Labirinto em cruz elevado

Para avaliacdo da ansiedade (observada pelo numero e tempo de
entradas individuamente nos bracos abertos e fechados) e alteracdes na
exploracdo (pelo numero total de entradas) foi realizado o ensaio labirinto em
cruz elevado que é fisicamente um aparato feito de madeira e consiste em dois
bracos abertos (30 x 5 cm) e dois fechados (30 x 5 x 25 cm) cruzados
perpendicularmente, no qual o animal € colocado 60 cm acima do solo
exatamente na intersecdo dos bracos (plataforma central 5 x 5 cm) com a
cabeca voltada para a entrada dos bracos fechados. Os animais foram
colocados na intersecdo entre os bracos do labirinto 60 min apos os
tratamentos e observados durante 5 minutos. Os parametros quantificados no
experimento foram o numero de entradas nos bragos abertos (NEBA) e
fechados (NEBF), o tempo de permanéncia nos bracos abertos (TPBA) e
fechados (TPBF) em segundos e o numero total de entrada (LISTER, 1987). O
teste foi realizado com um animal de cada vez. Apés cada sessao individual do
teste, o equipamento foi desinfetado com &lcool 70% para remover qualquer

vestigio deixado pelos animais.

2.6 Transito Intestinal

Camundongos Swiss fémeas foram divididas aleatoriamente em 6
grupos (n= 8 animais/grupo): controle negativo (agua destilada, via oral por
gavagem), controle positivo para aumento do transito intestinal (Bisacodil, 10

mg/kg oral), controle positivo para reducdo do transito intestinal (sulfato de
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atropina, 5 mg/kg, i.p.) e aromatizante sabor de manteiga (200, 300 e 1000
mg/kg, por gavagem). Assim, 60 min ap0s o tratamento, os animais receberam
uma suspensao de carvao ativo 10 % em solucdo de carboximetilcelulose 1,5
% na proporcao de 0,3 mL/animal via oral por gavagem. Trinta minutos depois,
os camundongos foram eutanasiados com pentobarbital sédico (150 mg/kg) via
intraperitoneal e o intestino delgado foi retirado desde o piloro até o inicio do
ceco. O resultado foi expresso como porcentagem do comprimento total do
intestino delgado (MILLER et al., 1981; HARRISON et al., 2004) de acordo com
a seguinte férmula:

Transito intestinal (%) = Distancia percorrida pelo carvéo ativado x 100

Comprimento total do intestino delgado
Em seguida, os intestinos foram pesados para calcular seus respectivos
pesos relativos de acordo com a seguinte formula:

Peso relativo (g/100g): Peso do intestino delgado x 100

Peso do animal

2.7 Andlises Estatisticas

O valor de CLso (concentracdo inibitéria média capaz de provocar 50%
de morte) e seu respectivo intervalo de confianca (IC 95%) foi calculado a partir
de regressdo nao-linear. Para a analise de sobrevivéncia, os resultados foram
expressos como a média de dias de sobrevivéncia em um grafico de Kaplan-
Meyer. Para a comparacao entre as curvas de sobrevida de Kaplan-Meyer,
utilizou-se o teste de Log-rank (chi-quadrado). Os dados apresentados como
médias + erro padréo da média (E. P. M.) foram comparados usando anélise de
variancia de uma via (ANOVA one-way) seguidas pelo teste de Student-
Newman-Keuls (p<0,05). Todas as analises estatisticas foram realizadas
utilizando o programa GraphPad (Instuitive Software for Science, San Diego,
CA, EUA).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Perfil Cromatografico

Inicialmente, foi realizada a identificacdo dos constituintes majoritarios
do aromatizante sabor de manteiga, ja que existem poucos estudos que

detalhem a composi¢do de aromatizantes, devido, principalmente, a dificuldade
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de se trabalhar com varios compostos em virtude da mistura complexa
usualmente encontrada nesses aditivos (CURWIN; DEDDENS; MCKERNAN,
2015; SALES et al., 2017a). Uma vez autorizados para uso e consumo, mesmo
com IDA néo especificada, € permitido uso quantum satis, ou seja, utilizado em
guantidade suficiente para obter o efeito tecnolégico desejado, desde que néo
alterem a identidade e a genuinidade do alimento (ANVISA, 2007).
Obviamente, quantificar a composi¢cdo quimica dos aditivos deveria ser o
primeiro passo para adequadamente ajustar a IDA e a toxicidade alimentar de
produtos industrializados que possuem aditivos em sua composi¢ao.

As analises revelaram que o composto butanoato de etila representa
97,75 % do aromatizante, seguido pelos demais constituintes em quantidades
menores 2,3-butonadiona (1,5%), acido butanoico (0,4 %) e hexanoato de etila
(0,4 %). A correlacdo dos picos cromatograficos foi obtida pela comparacédo
dos tempos de retencdo (tR) com padrdes de referéncia. Todas as analises
cromatograficas foram realizadas em triplicata e revelaram o0s respectivos
tempos de retencéao (tR): 4,76, 2,04, 4,64 e 8,47 min.

TSI
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Figura 1 - Perfil cromatografico do aromatizante sabor de manteiga por realizado por
cromatografia gasosa aclopada ao espectrometro de massa (CG-MS) e determinado
com luz UV em comprimento de onda de 230 nm.

Curiosamente, o butanoato de etila € aqui mostrado como o constituinte
majoritario, contrastando, portanto, com a maioria dos estudos que descrevem
0 composto diacetil (2,3-Butanodiona) como o constituinte predominante dentre

100 produtos quimicos encontrados no aromatizante de manteiga e um dos
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mais importantes para conferir aroma e sabor amanteigado aos alimentos
(BOYLSTEIN et al.,, 2006; MARTYNY et al., 2008; WHITE et al., 2010). Por
outro lado, o 2,3-butanodiona vem sendo recentemente utilizado ndo apenas
como um constituinte, mas como o préprio microingrediente aromatizante
(BRASS; PALMER, 2017), embora seja mais comum 0s aromatizantes, em
geral, serem misturados a outros aditivos diluentes, conservantes e corantes
(BRASIL, 1999; XU et al., 2015). As incertezas da composi¢cdo dos aditivos
aromatizantes corroboram a auséncia de estudos detalhados, mesmo sendo
eles muito encontrados em alimentos processados e livremente
comercializados em mercados de venda especializados em aditivos

alimentares.

3.2 Toxicidade em Animais de Laboratério

Varios métodos aplicados em toxicologia sdo Uteis para predizer a
toxidez em geral, como células animais, células vegetais, microalgas, animais
invertebrados e mamiferos (FERREIRA et al., 2009; ANVISA, 2013;
CARVALHO et al.,, 2016; OKONKWO et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2017;
SALES et al.,, 2017a,b). Os testes de toxicidade n&o permitem obter uma
resposta absoluta e direta sobre o risco que uma determinada amostra
apresenta para a populacdo humana, uma vez que € muito dificil extrapolar
para os seres humanos os resultados de toxicidade obtidos para os organismos
em laboratério e até mesmo correlacionar os resultados de toxicidade entre
organismos de diferentes espécies. Porém, a andlise de parametros de
toxicidade como ocorréncia, natureza, incidéncia, mecanismo e fatores de risco
associados as substancias téxicas servem nao somente para proteger os seres
vivos e 0 ambiente dos efeitos deletérios causados pelas substancias toxicas,
mas também facilita o desenvolvimento de agentes quimicos mais seletivos,

tais como nutracéuticos e farmacos (COSTA et al., 2008).

3.2.1 Toxicidade em n&uplios de Artemia salina

Embora a toxicologia continue dependendo fortemente do uso de
mamiferos para a previsdo do risco de toxicidade de substancias exdégenas em
seres humanos (HOUCK; KAVLOCK, 2008; ROBERTES et al., 2015; SALES et

al., 2017c), hd uma tendéncia mundial para o desenvolvimento de métodos
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alternativos ao uso de animais como preditivos de toxicidade (CAZARIN et al.,
2004). Com esse intuito, avaliou-se, inicialmente, a toxicidade aguda do
aromatizante sabor de manteiga em nauplios de Artemia salina.

Os organismos do género Artemia atuam como elo tréfico entre as
comunidades planctdnicas e as cadeias superiores, 0 que explica seu uso
como biossensor ecotoxicolégico. Por se tratar de um animal de facil
manutencdo em condi¢cbes de laboratorio, sensivel e de baixo custo, ele tem
sido tem sido largamente utilizado pela comunidade cientifica, pois permite
uma avaliacdo preliminar da toxicidade de produtos naturais e sintéticos, além
de possibilitar a determinacao de valores de CLs.

A avaliacdo da toxicidade sobre A. salina apdés 24 h de exposicao
revelou um valor de CLso de 14,7 (13,7-15,7) mg/mL e correlacdo linear de
forma concentracdo dependente (R?= 0,9448) (Figura 2). O controle positivo
dicromato de potassio causou 100% de mortalidade. Dessa forma, de acordo
Meyer et al., (1982), o aromatizante sabor manteiga é considerado néo foi
toxico para nauplios de A. salina, uma vez que, a ClLso foi superior a 1000
Mg/mL, embora observado mortes em concentracdes acima de 15,000 pg/mL

guando comparados com o grupo controle negativo (p<0,05).
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Figura 2 - Viabilidade do microcrustaceo Artemia salina L. (ClLsg) apés 24 h de
exposi¢cdo ao aromatizante sabor de manteiga. O controle positivo recebeu dicromato
de potassio (50 pg/mL). Os valores sdo expressos em média + E.P.M. * p<0,05

guando comparado ao controle negativo por ANOVA seguido de Newman-Keuls test.

Os estudos de determinacdo da CLsp em A. salina mostram forte

correlagdo com valores encontrados em camundongos, sugerindo que este
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bioensaio proporciona vantagens na avaliacdo de toxicidade, pois infere
informacdes Uteis no prosseguimento de estudos toxicoldégicos mais
avancados, entdo podendo ser utilizado como ensaio preliminar de quimicos
toxicos para determinar a janela de acao toxica em mamiferos (ARCANJO et
al., 2012; ISLAM et al., 2016) e reduzir o niumero e o sofrimento (CAZARIN;
CORREA; ZAMBRONE, 2004). Embora n&o haja estudos especificamente com
aromatizantes de sabor manteiga que tenha definicho de ClLsy, estudos
realizados com os corantes alimentares carmoisina (vermelho para alimentos),
aspartame, adocante sintético 200 vezes mais potente que a sacarose, 0 azul
brilhante e amarelo p6r-do-sol revelaram valores de CLsy de 40,1, 68,8, 70,1 e
81 pg/mL, respectivamente, todos considerados muito téxicos e valores de
CLso <100 pg/mL (DAVID et al., 2001; NGUTA et al., 2011). Ja pesquisas com
conservantes como o &cido citrico, acido benzdéico e o fosfato de sodio
apresentaram efeitos citotoxicos apds 24 h e/ou 48 h de exposicdo. Além disso,
a avaliagdo citologica dos nauplios revelou parada de crescimento e da
diferenciacéo celular na zona abdominal com todos os excipientes testados e
dano significativo & membrana e vacuoliza¢do celular na maior concentracdo
do &cido citrico (SCHRODER; BUCUR; PAVALACHE, 2014; SAATLOO et al.,
2015). A auséncia de toxicidade em nauplios foi corroborada pela auséncia de
citotoxicidade em fibroblastos humanos MRC-5, fato explicado, pelo menos
parcialmente, pela correlacdo entre citotoxicidade em células e toxicidade em
nauplios (MEYER et al., 1982; ISLAM et al., 2016).

3.2.2 Toxicidade Aguda em Camundongos

AvaliacBes preliminares de toxicidade sdo necessarias para dar suporte
a ensaios clinicos racionais. Assim, testes pré-clinicos in vivo com substancias
bioativas, diluentes, estabilizantes, lubrificantes, nutracéuticos e xenobioticos
sdo, em geral, realizados para caracterizar potenciais efeitos adversos e para
fornecer estimativas iniciais de margens de seguranca. Desta forma, pode ser
determinado se um composto ou uma mistura de um ou mais componentes
ativos ou inativos pode ser seguro para humanos (GREAVES et al., 2004;
ANSEL; ALLEN; POPOVICH, 2013; FERREIRA et al., 2014). No caso desses
testes apresentarem resultados indesejaveis, tais substancias consideradas

toxicas sao provavelmente eliminadas de estudos futuros.
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No screening hipocratico foram constatados sinais de toxicidade em
alguns dos parametros analisados apos 1 h e 24 h (Tabela 1). Dentre os sinais
clinicos, os mais evidentes foram: aumento da defecacéo, da ptose palpebral,
da atividade geral e diminuicdo na forca de agarrar. Porém, nenhuma morte foi

detectada até 24 h pés-tratamento.

Tabela 1 - Efeitos téxicos agudos do aromatizante sabor manteiga apos a
administracdo oral por gavagem em camundongos adultos Swiss.

Grupo Dose Sinais de toxicidade
(mg/kg) 1h 24h
Controle Agua
Negativo destilada ) )
150 Defecacdo aumentada. Atividade geral diminuida.
200 ) Atividade geral e forca de agarrar
diminuidas e ptose palpebral.
Atividade geral e forca de agarrar
Aromatizante de 300 Forca de agarrar e defecacdo diminuida, presenca de ptose
sabor Manteiga aumentada. palpebral e defecacéo
aumentada.
Atividade geral e forca de agarrar
1000 Atividade geral diminuida e diminuida, presenca de ptose
defecagdo aumentada. palpebral e defecacgédo
aumentada.

Para andlise do padrdo de sobrevivéncia, utilizou-se a técnica
apresentada pelo método de Kaplan-Meier. Esse método considera a
sobrevida, uma variavel que relaciona tempo e evento ao medir o tempo entre
o inicio da observacao até a ocorréncia de um evento. Nesse caso 0 evento € a
morte (BUSTAMANTE-TEIXEIRA; FAERSTEIN; LATORRE, 2002; FERREIRA,;
PATINO, 2016). Para facilitar o entendimento, os resultados também foram
expressos em gréafico de barras (Figura 3). O surgimento de mortes foi
influenciado pela dose e pelo tempo ap6s administragcdo. Nenhuma morte foi
detectada na menor dose (150 mg/kg); 3 mortes ocorreram na dose de 200
mg/kg (4°, 5° e 11° dia); 4 mortes na dose de 300 mg/kg (3°, 5° 7° e 10° dia) e
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2 mortes na dose de 1000 mg/kg (3° e 6° dia), o que gerou um média de
sobrevida de 5, 6 e 4,5 dias para as doses de 200, 300 e 1000 mg/kg,
respectivamente, sem diferenca estatistica entre os grupos tratados (p>0,05)
mas com nitida reducdo do tempo de vida quando tais grupos foram
comparados com o controle negativo (14 dias) (p<0,05). Como visto

anteriormente, as mortes iniciaram mais tardiamente a partir do 3° dia.
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Figura 3 - Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meyer de camundongos Swiss tratados
com dosagem Unica do aromatizante sabor manteiga via oral por gavagem. O controle
negativo foi tratado com o veiculo de diluicdo da substancia (dgua destilada). * p<0,05
comparado ao controle negativo por Log-rank (chi-quadrado).

De acordo com o Guia OECD usado para classificar as substancias em
cinco categorias de toxicidade com base em sistemas internacionalmente

aceitos (Globally Harmonised System - GHS), € possivel inferir que o
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aromatizante sabor manteiga enquadra-se na Categoria 3 de periculosidade
com valor de DLsp entre 50-300 mg/kg (OECD, 2001).

Estudos anteriores com o composto 2,3-pentadiona, um dos
componentes de aromatizantes sabor manteiga, apresentaram taxas variaveis
de sobrevivéncia em dois experimentos independentes, mas ndo mostraram
diferencas quanto ao sexo, fato pelo qual escolhnemos trabalhar com apenas
um sexo para reduzir o nimero de animais usados. Nesse estudo de Morgan et
al. (2012), a inalacao de até 200 ppm do composto 2,3-pentadiona pelas vias
aéreas por até 5 dias/semana durante 6 h/dia reduziu a sobrevivéncia de ratos
e camundongos, a qual variou de 67 a 100 %. Ainda, esses pesquisadores
sugerem que a morte tenha sido causada pela inducdo de um processo
inflamatorio agudo alveolar semelhante a bronquililte obliterante.

Recentemente, a avaliacdo de parametros toxicogenéticos por meio do
teste de Allium cepa, um bioensaio reconhecido pelo Programa Internacional
de Seguranca Quimica (IPCS) da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e pelo
Programa Ambiental das Nacdes Unidas (UNEP) (BAGATINI; SILVA,
TEDESCO, 2007), apés tratamento de 24h e/ou 48 h com aromatizantes de
uva, ameixa e de laranja, revelou alteracdes no fuso mitético e aumento de
microndcleos, C-metafases, pontes anafdsicas e telofasicas e células
binucleadas em raizes em crescimento, elevando, significativamente, o nimero
total de aberracbes cromossdmicas. Enquanto isso, 0s animais tratados com
esses aromatizantes apresentaram inchago abdominal (principalmente na
maior dose) e a maioria morreu antes do 7° dia apés doses diarias de 2, 5 e 10
mg/kg via oral por gavagem. Além disso, eles apresentaram mielotoxicidade,
com reducao da formacado de eritrécitos policromaticos. Alteracdes celulares
semelhantes e reducado expressiva da divisdo celular de tecidos meristeméticos
de raizes também foram encontradas apOs tratamento associado com
aromatizantes dos sabores biscoito, tutti-fruti, morango, chocolate, leite
condensado e maracuja (MARQUES et al., 2015; SALES et al., 2017a,b,c).

3.2.3 Alteracbes Comportamentais Agudas
Primeiramente, analisou-se o numero de quedas e o tempo de
permanéncia na barra giratoria (Tabela 1). O teste de rota rod foi utilizado para

mensurar a coordenagdo motora e modificacdes no tdnus muscular dos

122



animais apés o tratamento em funcdo da sua permanéncia em uma barra
giratéria (CARLINI; BURGOS, 1979; ARAUJO et al., 2017). Com excecéo da
menor dose, as outras maiores (200, 300 e 1,000 mg/kg) aumentaram
significativamente o numero de quedas e, assim, reduziram o tempo de
permanéncia na barra giratéria (3,0 £ 0,0, 2,8 + 0,2 e 2,8 + 0,2 quedas; 52,8 +
54,444 + 6,8 e 48,2 + 15,0 s), quando comparados com o controle negativo
(1,0 £ 0,5e 162,8 + 14,3 s, respectivamente) (p<0,05). Resultados semelhantes
foram encontrados com o controle positivo diazepam, o qual aumentou o
namero de quedas e diminuiu o tempo de permanéncia na barra giratéria (p
<0,05).

Tabela 2 - Efeitos do aromatizante sabor manteiga sobre a coordenacdo motora de
camundongos Swiss apds a administracdo Unica via oral por gavagem avaliados pelo
teste rota rod.

Amostras poses Numero de quedas Tempo de _

(mg/kg) permanéncia (s)
Controle negativo Agua destilada 1,0+0,5 162,8 + 14,3
Diazepam 2 3,0+ 0,0* 71,0 £ 3,8*

150 0,4+0,3 174,0+ 4,0
Aromatizante sabor 200 3,0 +0,0* 52,8 + 5,0*
Manteiga 300 2,8 +0,2* 44,4 + 6,8*

1000 2,8 +0,2* 48,2 + 15,0*

Os valores correspondem & média £+ E.P.M. (n= 5 animais/grupo). Diazepam (2 mg/kg) foi
usado como controle positivo. *p<0,05 quando comparado ao controle negativo por ANOVA
seguido de Newman-Keuls test.

Em seguida, realizou-se o teste do campo aberto, muito utilizado para
verificar ansiedade nos animais em funcdo do numero de quadrantes
percorridos e da quantidade de rearings (comportamento exploratério) e
groomings (imobilidade ao executar autolimpeza) (ARCHER, 1973; NEUMANN
et al., 2011). Dentre os parametros analisados, os levantamentos (rearings)
sofreram mudangas significativas, uma vez que ocorreu reducdo dos
levantamentos (5,4 + 2,6, 2,0 + 0,7 e 1,4 + 0,7) apds a administracao de 200,
300 e 1000 mg/kg do aromatizante quando comparados ao controle negativo

(15,8 = 5,3; p<0,05) (Figura 4). Resultados semelhantes foram encontrados
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com o controle positivo diazepam, o qual também reduziu o comportamento

exploratorio (p<0,05).
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Figura 4 - Efeitos do aromatizante sabor manteiga sobre o nUmero de cruzamentos,
autolimpeza e levantamentos ap0s a administracdo Unica via oral por gavagem em
camundongos Swiss. Os valores correspondem a média + E.P.M. (n= 5
animais/grupo). Diazepam (2 mg/kg) foi usado como controle positivo. *p<0,05 quando
comparado ao controle negativo por ANOVA seguido de Newman-Keuls test.

Por ultimo, realizou-se o teste de labirinto em cruz elevado, baseado em
respostas incondicionadas a ambientes potencialmente perigosos tendo como
premissa basica o fato que ambientes novos evocam curiosidade e medo,
criando desta forma, um tipico conflto de aproximacdo/esquiva
(MONTGOMERY, 1955; RODGERS et al., 1997). Dos parametros analisados
nos grupos-teste, apenas o aumento do numero total de entradas (nUmero de
entradas no aberto + niumero de entradas no braco fechado: 14,6 + 2,7) foi
constatado nos animais tratados com 1000 mg/kg de aromatizante sabor
manteiga (p<0,05, Tabela 3). Enquanto isso, o diazepam aumentou o NEBA
(10,3 + 0,5), o TPBA (143,3 + 39,0) e o numero total de entradas (14,0 + 0,9)
guando comparado ao controle negativo (5,4 + 1,1, 30,8 £+ 9,0e 7,8 + 1,4,
p<0,05).
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Tabela 3 - Efeitos do aromatizante sabor manteiga sobre o comportamento exploratério de camundongos Swiss apds a administracdo Unica
via oral por gavagem avaliados pelo teste labirinto em cruz elevada.

NUumero total de
Amostras Doses NEBA NEBF TPBA TPBF
entradas
(mg/kg)
Controle negative Agua destila 54+1,1 6,0+0,7 30,8+9,0 187,8 + 27,8 78+1,4
Diazepam 2 10,5 + 0,5* 4,2+0,6 143,3 + 39,0* 226,2 + 18,9 14,0 £ 0,9*
150 48+1,1 3,8+0,9 88,5+21,7 141,4 + 21,5 10,3+ 42,3
Aromatizante de sabor 200 1,4+0,7 50+0,9 295+6,5 2128+ 27,8 6,4+1,2
Manteiga (%) 300 40+1,6 42+04 58,8 + 21,6 176,6 £ 33,3 74+1,6
1000 6,4+1,6 82+1.2 38,8+ 11,3 171,4+19,9 14,6 + 2,7

Os valores correspondem a média + E.P.M. (n= 5 animais/grupo). Diazepam (2 mg/kg) foi usado como controle positivo. *p<0,05 quando comparado ao
controle negativo por ANOVA seguido de Newman-Keuls test. NEBA — Numero de entrada nos bracos abertos, NEBF — Numero de entrada nos
bragos fechados, TPBA — Tempo de permanéncia nos bracos abertos e TPBF- Tempo de permanéncia nos bragos fechados.
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Sabe-se que os roedores de laboratério apresentam alto grau de
exploracdo de espacos fechados em comparacéo aos abertos e numa chance
de escolha como em um labirinto em Y, preferem consistentemente os bracos
fechados e que o numero de entradas pode ser considerado como indice de
atividade locomotora. Logo, ansioliticos como o farmaco diazepam aumentam a
proporcao de entradas nos bracos abertos e o total de entradas, ao passo que
agentes ansiogénicos como a picrotoxina diminuem tais parametros fisiol0gicos
(HANDLEY; MITHANI, 1984; LISTER, 1987).

Assim, 0s sinais comportamentais agudos mais comumente associados
animais tratados com o aromatizante de manteiga foram relaxamento muscular
e aumento da atividade locomotora (pelo aumento do nimero de cruzamentos)
por reducao do ténus/equilibrio na barra giratéria com consequente aumento no
namero de quedas e aumento do numero total de entradas nos bracos aberto e
fechados, principalmente nas maiores doses, sugerindo acdes sedativas e/ou
hipnéticas. Esses dados comportamentais confirmam a reducdo da atividade
geral, da coordenacdo do sistema motor (forca de agarrar) e da tonificacdo
muscular (ptose palpebral) na triagem hipocratica (MALONE; ROBICHAUD,
1962; NOGUEIRA-NETO et al., 2012; TRAESEL et al., 2014). Dessa forma,
tais evidéncias sugestivas da forma como o aromatizante sabor manteiga altera
o estado emocional de animais podem ser o resultado de modificacGes
neuroquimicas ou de les6es no sistema nervoso central havendo, portanto, a
possibilidade de associar modificagbes comportamentais com exposicoes
neurotoxicas aos aditivos alimentares (McCANN et al., 2007; VIAUD-DELMON
et al., 2011; FDA, 2011; ARAUJO et al., 2017).

Do ponto de vista clinico, alguns estudos mostram que os aromatizantes,
em nivel sistémico, podem ser bastante tdxicos quando usados por periodos
prolongados, promovendo a hiperatividade em criancas com ou sem déficit de
atencdo (STEVENS et al., 2014). De fato, ha mais de 40 anos ja se relacionava
0 surgimento de “criangas imperativas” com o consumo de aromas artificiais,
corantes e conservantes, 0s quais eram considerados como a causa primaria
para esse tipo de transtorno (FEINGOLD, 1975).
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3.3 Transito intestinal

Uma vez que alguns animais tratados com o aromatizante sabor
manteiga nas maiores doses (300 e 1000 mg/kg) apresentaram um aumento na
ocorréncia de defecacbes embora nédo tenha sido detectada significativa perda
de peso, decidiu-se avaliar se o aromatizante altera o transito intestinal e,
assim, se interferir na absorcdo de nutrientes e farmacos. Para tanto, utilizou-
se o teste de motilidade intestinal, um ensaio usado para avaliagdo de
substancias com acdo moduladora sobre o trato gastrointestinal
(MITTELSTADT; HEMENWAY; SPRUELL, 2005; RODRIGUES et al., 2014).

O aromatizante aumentou a distancia percorrida pelo carvao ativado
(88,8 + 2,9, 80,5 +4,3e 87,2+ 1,7 %) assim como o Bisacodil (87,7 = 3,7 %)
guando comparado ao controle negativo (66,9 £ 3,6 %) nas doses de 200, 300
e 1000 mg/kg, respectivamente. Por outro lado, a atropina diminuiu o transito
intestinal (49,3 £ 7,4 %) (p < 0,05, Figura 5). Esses dados confirmam o
aumento da ocorréncia de defecacbes em todas as doses testadas e em
ambos os tempos avaliados (1 e 24 h) no screening hipocratico.
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Figura 5 - Avaliagdo do transito intestinal e do peso relativo do intestinal delgado de
camundongos adultos Swiss tratados com o aromatizante sabor manteiga com dose
Unica via oral por gavagem. O controle negativo recebeu o veiculo de diluicdo da
substancia (agua destilada). Como controles positivos, foram usados Bisacodil 10
mg/kg oral e Atropina 5 mg/kg, i.p. Os valores correspondem a media + E.P.M. (n=
8/grupo). *p>0,05 comparado ao controle negativo por ANOVA seguido do teste t-
Student-Newman-Keuls.
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Muitos compostos quimicos atualmente em uso na clinica e alimentos
industrializados alteram a fisiologia do trato gastrointestinal, seja por acao
antiproliferativa inespecifica sobre o0s enterdcitos do intestino delgado em
constante renovacgao, acao irritativa da mucosa, inibicdo de transportadores
tipo ABC (ATP-binding cassette) presentes nas membranas dos enterdcitos,
acdo genotoxica em 6rgdos mesmo em baixas doses (10 mg/kg) e/ou interagédo
direta no metabolismo e absor¢cdo de componentes do alimento, o que leva a
perda de peso, de nutrientes, vomitos, constipacao e/ou diarreia (SASAKI et al.,
2002; STEIN et al., 2010; JALILZADEH-AMIN; MAHAM, 2013; SJOSTEDT et
al., 2017). Apesar disso, a propria ANVISA afirma que aromatizantes produzem
toxicidade no trato digestivo somente apds ingestdo cronica, e se usados
indiscriminadamente (BRASIL, 2007c). Entretanto, os resultados obtidos aqui
contrariam tal indicacdo da ANVISA, uma vez que foi observada nitidos sinais
sugestivos de toxicidade aguda sobre o TGI apos ingestdo Unica em baixas
doses.

4 CONCLUSAO

O presente estudo revelou, pela primeira vez, o composto butanoato de
etila como majoritario do aromatizante sabor manteiga. Tal aromatizante n&o
apresentou efeitos de toxicidade contra nauplios de Artemia salina uma vez
que a ClLs foi superior a 1000 pg/mL e nem citotoxicidade em fibroblastos de
pulmdo humano. No entanto, foi classificado como categoria 3 de toxicidade
aguda uma vez que causou alteracbes comportamentais agudas em
camundongos, incluindo perda de coordenacdo motora, relaxamento muscular,
aumento da atividade locomotora, das defecacbes, do transito intestinal e
inducéo de diarréia.

E interessante destacar que nenhuma investigacdo anterior avaliou a
seguranca desse aromatizante em modelos animais ou nos modelos in vitro
agui utilizados. Assim, ao estimar a DLsp e determinar a toxicidade sistémica,
criou-se condicdes essenciais para o desenvolvimento de novos trabalhos

sobre as propriedades toxicolégicas e antinutricionais dos aromatizantes.
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ANEXO A — Avaliacdo do Comité de Etica em Experimentacdo Animal.

MINISTERIO DA EDUCAGCAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
PRO-REITORIA DE PESQUISA

COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO ANIMAL
Campus Universtaric Mnesyo Petrdnn Portets, Baiero ings, Tereena, Plau. Brasi; CEP: 64043-550
Tamloos (B6) 32155738 _e-mail: cosapieduipl edu br

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “‘Seguranca toxicologica e aromatizantes alimentares:
analises in vitro e in vivo'. registrada n® 256/16, sob a responsabilidade do Prof. Dr. PAULO
MICHEL PINHEIRO FERREIRA- Nicleo de Tecnologia Farmacéutica/CCS/UFPI que envolve a
produgao, manuten¢do ou utilizagao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
{(exceto humanos), para fins de Pesquisa Cientifica- encontra-se de acordo com 0s preceitos da Lel
n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi
Aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFPI) da Universidade Federal do
Piaul, em Reunido na presente data 04/11/2016.

| Finalidade { ) Ensino (X) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da Autorizacao | Janeiro! 2017 & Dezembro/2019
_Espécig/Linhagem/raca Camundongo heterogénico/Swiss

}_Nf’_.d.e.. Animais 131 R
;_Peeou Idade 20 a 30V 2 meses
| Sexo Fémeas 7 S e
{ QOrigem Biotério Central do Centro de Ciéncias Agrarias-CCA/UFPI.
Teresina; 04 de Novembro de 2016.
™~ w, M L
~FrofY. Tvefe L. de Mendonga

Camid ce E1ca e Expanmatlagdo Animak Ui F
Coordenadera
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ANEXO B — Avaliacdo do Comité de Etica em Experimentacio Animal.

MINISTERIO DA EDUCACAO )
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGCAO ANIMAL F s 3

Campus Universithrio Minisiro PetrBnio Porteta, Bairro Jainga, Teresina, Paut, Brast; CEP: 64049.550
Telafcnu (35) 32155734 _e-mbl! Cieapi@ulpi odu or

Teresing, 13 de Marco de 2015.
llmo.

Prof. Dr. PAULO MICHEL PINHEIRO FERREIRA.
Departamento: Biofisica e Fisiologia/CCS/UFPI.

Senhor Pesquisador,

Em reunido na presente data (13 de Margo de 2015), a Comissao de Etica e
Experimentacao no Uso de Animais em Pesquisa, da Universidade Federal do
Piaui, analisou e Aprovou no que diz respeito aos aspectos de natureza da
ética em experimentacao animal, sob o ndmero 008/15, ¢ projeto de pesquisa
intitulado "Protocolo de manutengao do Tumor experimental Sarcoma 180
para uso na pesquisa de substiancias quimioprofilaticas e
quimioterapicas”, sob a sua responsabilidade. Informamos que este projelo
tam Periodo de Vigéncia de Abril/2015 & Novembro/2017, e serdo usados 720
Camundongos (Machos ou Fémeas).

Cabe ac pesquisador elaborar e apresentar ac CEEA/UFPI, o relatorio final
zobre a pesquisa, (Lei Procedimentos para o Uso Cientifico de Animals - Lei
N° 11,794, 8 de outubro de 2008).

Alenciogamente,
li

f dAA A DA N
.d Men%onca
20 Anma-UFP|
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ANEXO C - Producao Cientifica gerada no periodo do mestrado.

N, - &
4 i ; y N 4 ( \
I EECF - 'ETI,)B;;,';‘@ &

Certificamos que NARCIA MARIANA FONSECA NUNES , Edymilais da Silva Sousa, lan Djhemes Oliveira
Sousa, Antonia Maria das Gragas Lopes Citd, Paulo Michel Pinheiro Ferreira apresentaram o trabalho
"ANALISE QUIMICA DO AROMATIZANTE DE MANTEIGA E SCREENING DE TOXICIDADE AGUDA " na
sessao Painel no 1l Encontro Estratégico de Ciéncias Farmacéuticas, Il Seminario Ibero Americano de P
& D de Medicamentos e do Il Simposio Internacional de Farmacia Clinica, realizado no periodo de 26 a 28
de Abrii de 2017 na Universidade Federal do Piaui na cidade de Teresina, Piaui, Brasil.

Teresina, Piaui, 19 de Junho de 2017.

~ 3 ( .
Yilniy Rechon & Sl ol 1Ml RN O s
Hilris Rocha e Silva Livio César Cunha Nunes Ana Paula dos Santos Correia Lima da Silva

Presidente Il Simpésio Internacional Presidente Comissao Cientifica
de Farmacia Clinica
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Anexo D - Producéo Cientifica gerada no periodo do mestrado.

T

< Y7 }{@’:’:—m
u-J- tertz'ﬁ'cacfé )

#.
2 -
v i . D
'.‘rr)pm_lgé

Certificamos que NARCIA MARIANA FONSECA NUNES |, Lara Pulyana Silva Ramos, Denise Trigueiro
dos Santos, Débora Caroline do Nascimento Rodrigues, Ana Paula Peron, Paulo Michel Pinheiro Ferreira
apresentaram o trabalho "Screening hipocratico e comportamental de animais tratados com um
aromatizante comercial” na sessao Painel no Il Encontro Estratégico de Ciéncias Farmacéuticas, Il
Seminario Ibero Americano de P & D de Medicamentos e do Il Simpdsio Internacional de Farmacia Clinica,
realizado no periodo de 26 a 28 de Abril de 2017 na Universidade Federal do Piaui na cidade de Teresina,

Piaui, Brasil.

Teresina, Piaui, 19 de Junho de 2017.

o f .
Hbris Rechen & Sloa %@m&,&' s /&,,ﬁ.ﬁr:‘ de, J.(J-ar JRJ;LL
Hilris Rocha e Silva Li\fi{j Cesar Cunha Munes Ana Paula dos Santos Correia Lima da Silva

Presidente Il Simposio Intemacional Presidente Comissao Cientifica
de Farmacia Clinica
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