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RESUMO

Objetivou neste trabalho avaliar a toxicidade em nivel celular de aditivos alimentares, de
aroma e sabor, de Uva e Ameixa, nas doses de 2 e 4 ul. Esta avaliacdo se deu por meio de
células de medula Ossea e de sangue periférico caudal de camundongos Mus musculus. A
partir dos resultados obtidos, verificou-se que os dois aromatizantes, nas duas doses avaliadas,
induziram um numero estatisticamente significativo de micronucleo em, pelo menos, um dos
sistemas testes utilizados. Portanto, nas condi¢cfes analisadas, os aromatizantes alimentares de

Uva e Ameixa foram demonstraram potencial citotoxico e mutagénico.

Palavras-chaves: Aromatizantes alimentares. Células hematopoiéticas, Citotoxicidade,

Mutagenicidade.



ABSTRACT

The objective in this study was to evaluate the toxicity at the cellular level of food additives,
aroma and flavor, grape and plum, in doses 2 e 4 ul. This assessment is made by means of
bone marrow cells and peripheral blood flow mice Mus musculus. From the results, it was
found that the two flavorants, in both doses evaluated induced a statistically significant
number of micronucleus at least one of the test systems used. Therefore, the conditions
analyzed, food flavoring grape and plum were demonstrated cytotoxic and mutagenic

potential.

Keywords: Food flavorings, Hematopoietic cells, Cytotoxicity, Mutagenicity.
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1. INTRODUCAO

Os aromatizantes alimentares sintéticos sdo aditivos ou microingredientes alimentares
responsaveis por conferirem propriedades sensoriais de aroma e sabor aos mais variados tipos
de alimentos industrializados (XU et al., 2013; MARQUE et al., 2015). Possuem formulacgéo
quimica complexa, constituida por varias classes de compostos quimicos, como diluentes,
antioxidantes, antiespumantes, conservantes, emulsificantes, estabilizantes, reguladores de
acidez, realcadores de sabor, antiumectantes, antiaglutinantes, corantes, e solventes de
extracdo e processamento (BRASIL, 2007; KOCA et al., 2015). Em ambito mundial, tais
aditivos s@o normatizados pelas agéncias Food and Agriculture Organization (FAO) e
Flavour and Extract Manufactuer Association (FEMA) (XU et al., 2014), e nacionalmente
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) por meio da Resolu¢do RDC n° 2
de 15 de janeiro de 2007 (BRASIL, 2007).

Apesar de imprescindiveis na confeccdo de alimentos industrializados, o0s
microingredientes aromatizantes sdo considerados um avanco polémico da ciéncia e
tecnologia de alimentos por especialistas de diferentes areas da salde. Tais profissionais
alegam que estes aditivos contribuem de forma significativa para o empobrecimento da dieta e
para o desencadeamento ou potencializacdo de patologias, como disturbios no funcionamento
do trato digestdrio e reagdes alérgicas (KONISH et al., 2011; KOCA et al., 2015; MARQUES
et al., 2015). Ademais, peritos da area de seguranca alimentar declaram que estes aditivos,
principalmente os sintéticos, suscitam uma série de duvidas quanto aos seus potenciais efeitos
citotoxicos, genotoxicos e mutagénicos, uma vez que, estudos sobre a toxicidade em nivel
celular de tais substancias sdo praticamente inexistentes na literatura cientifica (KONISHI et
al., 2011; MARQUES et al., 2015; KOCA et al., 2015). Em razdo desta caréncia de
informacBes, até o momento, os Orgdos de vigilancia alimentar ainda ndo possuem
normatizados em documento os indices de Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) para estas
substancias (ZEQUIN et al., 2011; MORE et al., 2012; MARQUES et al., 2015).

Compostos citotdxicos e/ou genotoxicos tém o potencial de alterar mecanismos
celulares vitais, como a duplicacdo e a transcricdo génica, e promover alteracBes de fuso
mitotico e quebras cromossdmicas. Estas alteragdes podem comprometer significativamente a
divisdo celular do tecido ou oOrgdo afetado e desencadear e/ou potencializar processos
cancerosos (BAGATINI et al., 2007; VALAVANIDIS et al., 2013; ZILIFDAR et al., 2014).
De acordo com Zaineddin et al. (2012), o desenvolvimento dos tipos mais comuns de cancer

resulta da interagdo entre fatores enddgenos e ambientais, sendo o mais notavel deles a dieta
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alimentar, principalmente quando constituida por alimentos industrializados em demasia.
Bendino et al. (2012) e Louzada et al. (2015) citam que, mais de 40% dos diversos tipos de
cancer, sdo iniciados ou potencializados em razdo de dietas inadequadas ricas em aditivos
alimentares.

Dentre 0s metodos para avaliacdo de toxicidade genética in vivo, o teste de
micronlcleo em células de medula déssea, bem como o de sangue periférico caudal, de
roedores tem sido amplamente empregado e aceito pelas agéncias reguladoras e comunidade
cientifica (MATEUCA et al., 2006). Este teste detecta alteracbes genémicas e/ou dano ao
aparato mitético, sendo os micronucleos indicativos de perdas irreversiveis de DNA. Embora
a toxicidade genética ndo seja medida de carcinogenicidade, esta é frequentemente associada
ao aparecimento do cancer, visto que, existe uma correlacdo positiva entre 0 aumento da
frequéncia de micronucleos e o aparecimento de tumores em mamiferos (AZEVEDO et al.,
2003; REZENDE, PALHAES, CUNHA, 2006; BOSQUESI et al., 2008).

Dessa forma, com base no contexto abordado, propds-se no presente estudo avaliar a
citotoxicidade e mutagenicidade de aromatizantes alimentares sintéticos, do tipo idéntico ao
natural, de Ameixa e Uva, por meio da frequéncia de micronucleos presentes em células de
sangue periférico caudal e de medula 6ssea de camundongos Mus musculus L. Estes aditivos
foram escolhidos para avaliacdo em virtude de serem extensivamente utilizados na industria

alimenticia na confec¢do de alimentos doces.
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2. REFERENCIAL TEORICO

O Homem usa técnicas de conservacdo de alimentos desde os primordios da
civilizacdo. Usava o sol e o sal como forma de conservacdo para peixes e carnes, 0 agucar
para frutas, entre outros. J& na atualidade existem varias outras formas de conservar 0s
alimentos, dentre estas estdo os aditivos (TONETTO et al., 2008) que sdo de fundamental
importancia no desenvolvimento e processamento dos mesmos. Porém, este é um tema que
gera grande preocupacao, pois os aditivos estdo entre os itens mais controversos no que diz
respeito a seguranca alimentar, o que nos ultimos anos tem levado os consumidores a estarem
mais precavidos quanto ao seu uso (VARELA; FISZMAN, 2013).

Segundo Polonio (2009), os aditivos alimentares sdo componentes adicionados aos
alimentos, tendo a funcdo de modificar as caracteristicas dos mesmos, atribuindo valor
nutricional ou ndo, sendo cada vez mais utilizados para fins tecnoldgicos (incluindo os
organolépticos) nas fases de fabricacdo dos alimentos.

No Brasil, o uso de alguns aditivos torna-se ainda mais preocupante, pois ndo séo
controlados rigorosamente. Um exemplo é o nitrato e nitrito, que sdo compostos encontrados
nos produtos carneos, que podem estd associado com o cancer de estdbmago. Estes aditivos
possuem agentes que formam carcindgenos, além de serem teratogénicos e mutagénicos
(CAMARA, 2006), Ainda assim a Associagio Brasileira de Alergia e Imunopatologia diz
que, comportamentos adversos aos conservantes, corantes e aditivos alimentares s&o raros,
entretanto, ndo devem ser menosprezados (HONORATO; NASCIMENTO, 2011).

Devido o desenvolvimento dos avan¢os tecnoldgicos, houve um aumento de producgéo
e acréscimo de aditivos nos alimentos, o que fez surgir mais substancias com potencial
mutagénico e carcinogénico nestes. Levando em consideracdo a grande quantidade de aditivos
existentes, é recomendavel que as mesmas sejam sempre submetidas a avaliacBes rigorosas
guanto a capacidade mutagénica e carcinogénica (BAYNES, 2000; SANSEVERINO, 2001).
Este controle € muito exigido pelas agéncias reguladoras, por isso, é de suma importancia
estudos que avaliem seus potenciais toxicolégicos envolvendo todos os tipos de aditivos
alimentares, tanto a nivel celular quanto sistémico (FENG et al., 2011, LERNER et al., 2015).

Os aditivos alimentares podem ser classificados como antioxidantes, corantes,
estabilizantes, emulsificantes, umectantes, conservantes, acidulantes e aromatizantes. Os
antioxidantes sdo componentes que tem a funcéo de retardar a acdo oxidativa dos alimentos,

evitando que o produto se deteriore em contato com o ar, uma vez que 0 mesmo impede que
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0s 6leos e gorduras (ricos em &cidos graxos insaturados) se combinem com o oxigénio do ar
(CARVALHO, 2005).

Segundo Lima et al. (2010), os principais antioxidantes dietéticos sdo algumas
vitaminas, compostos fendlicos e carotenoides que agem sobre os radicais livres presentes nos
alimentos, inibindo a degradacdo oxidativa. J& os antioxidantes sintéticos sdo utilizados para
prevenir e retardar a acdo oxidativa lipidica.

De acordo com Carvalho (2005), os corantes sdo aditivos que podem alterar a
coloracdo deixando mais intensa ou restaurar a cor dos alimentos, com a finalidade de deixa-
los mais atrativos, podendo ser divididos em dois grupos: os naturais, que sdo advindos de
vegetais, e 0s sintéticos, que sdo produzidos pelas indudstrias de alimentos.

Os estabilizantes sdo responsaveis por assegurar as caracteristicas fisicas de emulsdes,
geralmente utilizados em doces, sobremesas, sopas, achocolatados, sucos, concentrados entre
outros, evitando com o tempo a separacdo de ingredientes, atuando como uma interagdo
homogénea como, por exemplo, a 4gua e o0 6leo (VALSECHI, 2001).

Os emulsificantes sdo aditivos funcionais utilizados nas industrias de alimentos
mantendo uma dispersdo uniforme de um liquido em outro, tornando mais uniformes misturas
de duas ou mais fases imisciveis no alimento, como é o caso da agua e o 6leo. O chocolate,
margarinas, e alguns salgadinhos sdo um dos principais produtos que, devido uso da lecitina
e 0s polisorbatos, é possivel manter a uniformidade entre as misturas (AUN et al., 2011).

Os umectantes tem a funcdo de absorver e capturar a agua dos alimentos, além de
inibirem o crescimento de certos microrganismos. S8o utilizados na conservacdo de bebidas,
alimentos, balas e outros produtos alimenticios. O sorbitol € um tipo de umectante usado em
produtos que tendem ao endurecimento (HONORATO et al., 2013).

Os conservantes sao componentes adicionados aos alimentos com o intuito de impedir
ou retardar alteragdes provocadas por microrganismos e para isso 0s alimentos precisam ser
quimicamente tratados, o que garantird maior durabilidade e conservacdo. Essas substancias
sdo muito utilizadas nas inddstrias alimenticias, porém o uso pode ocasionar riscos a saude
humana. Um exemplo € o sddio, que devido conter substancias toxicas e se consumido de
forma exagerada, pode levar o individuo a ter hipertensdo (HONORATO et al., 2013).

Para Lorenzoni (2011), acidulantes sdo componentes que tem a funcéo de ajustar o pH
do produto, ou seja, confere ou diminui a acidez, favorecendo a conservacdo e protegendo 0s
alimentos da acdo de microrganismos. Os mais utilizados sdo: os &cidos citricos, pois se
dissolve rapidamente o que beneficia a estabilidade do produto final; fosféricos, utilizados em

bebidas a base de cola podendo afetar de forma negativa a saide dos individuos que fazem
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uso de refrigerantes e café, isto devido & geracdo de carga &cida; e lacticos sdo utilizados por
ja estarem presente naturalmente em derivados lacteos e por seu sabor residual ser mais suave
do que outros acidos (HONORATO et al., 2013).

Os aromatizantes sdo um dos tipos de aditivos alimentares que proporcionam ou
intensificam aromas e sabores aos alimentos sem ter a fungdo de nutrir (MOODIE et
al.,2013), podendo ser classificados como naturais, sintéticos idénticos aos naturais e
sintéticos artificiais (PIERCE et al., 2014). Aromas naturais sdo substancias cuja elaboracéo é
feita exclusivamente com matéria prima, que sdo obtidas a partir de matérias vegetais ou
animais, seja por extracdo (processos fisicos) ou enzimaticos (processos biotecnoldgicos)
(LUERCE, 2008).

Os aromas sintéticos sdo substancias quimicas adquiridas por processos quimicos
incluindo os aromatizantes sintéticos artificiais e aromatizantes sintéticos idénticos aos
naturais. O primeiro € obtido por sintese de substancias que ndo sdo de origem vegetal e ou
animal, que sdo preparadas para o consumo humano. Nestes produtos é muito importante a
insercdo do rétulo descrevendo que o mesmo ¢é artificial, porém ndo é obrigatorio. J& o
segundo sdo compostos quimicos obtidos por sinteses a partir da matéria-prima de origem
animal, vegetal ou microbianas que apresentam estruturas quimicas semelhantes (TONETTO
etal ., 2008).

Salinas et al. (2009) relatam que o estilo de vida da sociedade nas ultimas décadas tem
gerado questionamentos a respeito dos habitos alimentares, pois a populacdo faz grande uso
de fast food, que em sua maioria contém altas concentracfes de aditivos alimentares o que
gera grande risco de desenvolver doencas crnicas a longo prazo.

A toxicologia de alimentos tem se destacado na IndUstria Alimenticia, pois é
responsavel por procurar e pesquisar detalhadamente a sua composicao, seus efeitos nocivos,
servindo também para estabelecer limites de seguranca para determinados componentes.
(TORRES; MACHADO, 2001).

Em ambito mundial, a fiscalizacdo é feita pelas agéncias regulamentadoras: Codex
Alimentarius Commission, Food and Drug Administration (FDA), Flavour and Extract
Manufactuers Association (FEMA), e no Brasil pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA). Estes 6rgdos monitoram a utilizagdo e a quantidade maxima toleravel dos aditivos
alimentares (ANVISA, 2007, OLIVEIRA et al., 2013). Entretanto os mesmos nédo especificam
quais os compostos utilizados, as concentragdes, e a quantidade de Ingestdo Diaria Aceitavel
(IDA) de aromatizantes contidos nos alimentos (GOMES et al., 2013, MARQUES et al.,
2015).
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O Comité do Codex Alimentarius da Organizacdo Mundial de saude (FAO/OMS)
sobre aditivos Alimentares e Contaminantes de Alimentos (CCFAC) criou o Sistema
Internacional de Numeracdo de Aditivos Alimentares ou o INS (International Numbering
System) com o proposito de descrever os aditivos alimentares nas listas de ingredientes, sendo
que no rétulo do produto, o aditivo devera ser diferenciado dos demais, sendo indicado pelo
nome do aditivo ou INS (AUN et al., 2011).

Lima (2013) relata que a autorizacdo dos aditivos alimentares se da a partir do
momento que 0s mesmos tenham sido submetidos adequadamente a testes toxicoldgicos,
levando em consideracdo qualquer efeito acumulativo, sinérgico e de protecdo em relacdo ao
seu uso, entre outros aspectos, sendo sua seguranca primordial. Os testes avaliativos sdo
baseados no controle das IDAs ( Ingestdo Diaria Aceitavel ) analisados a partir de dados|
cientificos desenvolvidos pelo Comité de Peritos em Aditivos Alimentares da Organizacdo
Mundial da Saude (OMS) / Organizacdo das NacBes Unidas Para a Agricultura e
Alimentacdo (FAO)(FAO/WHO,1969).

Determinados componentes quimicos presentes nos alimentos podem ter efeitos
mutagénicos e /ou carcinogénicos. Segundo Antunes (2000), os efeitos mutagénicos sao
danos genéticos causados por agentes fisicos, quimicos e bioldgicos, gerando alteracGes nas
células de um organismo, determinando a morte celular ou levando a um crescimento
desordenado das células. Entretanto, apenas um pequeno numero de alteragdes em genes
especificos pode determinar vantagens para o organismo, podendo todos esses tipos de
alteracdes ou mutagdes serem transmitidas aos seus descendentes. Ja o efeito antimutagénico
é causado por um agente mutagénico, ou seja, tem a acdo inversa, impede a formacdo das
mutacdes (RIBEIRO; SALVADORE; MARQUES, 2003).

Existem no mundo mais de 11 milhdes de componentes quimicos de acordo com a
ACS (American Chemical Society), sendo que na Industria alimenticia, farmacéutica e no uso
domeéstico existem cerca de 80 mil substancias quimicas. Este fato mostra a grande exposi¢ao
do homem a esses produtos quimicos, uma vez que 0s mesmos sO se tornam prejudiciais a
salde se houver a ingestdo no organismo (PIMENTEL et al., 2006).

Segundo Sasaki et al. (2002), 39 substancias quimicas foram analisadas como aditivos
alimentares, onde estas causaram genotoxicidade, sendo 0s corantes 0s mais genotoxicos. As
formas de administracdo, durabilidade e a frequéncia de exposicdo sdo fatores determinantes
gue influenciam a toxicidade em um organismo, sendo encontrados no interior das células,

ndo estando livres de alteracbes ou mutagBes, uma vez que seus efeitos toxicos, sO se
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manifestam se o agente toxico alcancar locais especificos em razdo do consumo de
concentragdes e tempo suficiente desses efeitos (BARROS et al., 2008).

O grande consumo de aditivos alimentares tem gerado grande preocupacdo aos
pesquisadores da area de salde, devido ao aumento do consumo de produtos industrializados
e a grande diminuicdo de alimentos caseiros, sendo que as criancas fazem parte da classe mais
afetada, pois possuem um peso menor e, portanto uma menor tolerancia (POLONIO; PERES,
2009).

O bioensaio é considerado uma das abordagens mais rotineiras e eficientes para
determinar efeitos toxicos de substancias quimicas no ambiente. Atualmente, as agéncias
reguladoras e comunidades cientificas utilizam testes para investigagdo e avaliacdo da
mutagenicidade e toxicidade genética de compostos in vitro, especialmente o teste do
micronucleo em células de medula 6ssea e sangue periférico de camundongos (MATEUCA et
al., 2006). Estes tipos de testes sdo os mais utilizados na area da genética toxicoldgica.
(VALADARES et al., 2007).
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3. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos do presente trabalho foram desenvolvidos no Laboratério de
Citogenética e Mutagénese do Campus Senador Helvidio Nunes de Barros, Universidade
Federal do Piaui (Picos, Piaui, Brasil), entre os meses de janeiro e agosto do ano de 2015.
Para a avaliacdo da toxicidade utilizou-se camundongos, machos e fémeas, da espécie Mus
musculus (linhagem Swiss Webster), com 40g, em média, de peso corpéreo, saudaveis e com
trés meses de nascidos. Os animais foram cedidos pelo Biotério Central da Universidade
Federal do Piaui, Campus Ministro Petronio Portella, Teresina, Piaui. Brasil.

Os aromatizantes alimentares sintéticos liquidos, do tipo idéntico ao natural, de aroma
e sabor uva e ameixa, foram obtidos de uma revendedora especializada na comercializagdo
nacional e internacional de aditivos alimentares sintéticos localizados na regido nordeste do
Brasil. Os aromatizantes, de aspecto oleoso, estavam acondicionados em frasco ambar com
capacidade para 100 ml, e encontravam-se dentro do prazo de validade. Como ndo ha IDAs
definidos para os aditivos de aroma e sabor, estabeleceu-se para cada aromatizante em estudos
asdosesde2e4 pl.

Os animais foram tratados com as doses estabelecidas para os aromatizantes por via
oral ou gavagem durante sete dias, e sacrificados no oitavo dia por meio de inalagdo de éter
sulfarico. Para cada dose avaliada utilizou-se um total de trés animais. J& os camundongos
representantes do controle positivo receberam tratamento diferenciado, onde se aplicou
apenas uma injecdo intraperitoneal de ciclofosfamida, na concentracdo 50 mg/kg, 24 horas
antes do sacrifico. As amostras de sangue periférico e de medula 6ssea foram coletadas por
puncdo caudal e extracdo de medula 6ssea dos fémures, apds os tempos de exposicdo de cada
tratamento. As condi¢Ges ambientais foram padronizadas e monitoradas em todo o tempo de
experimento, com ciclo de vigilia de doze horas e de escuro por mais doze, e temperatura de
2342 °C. O protocolo experimental proposto neste trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Pesquisa Animal (CEEA) da Universidade Federal do Piaui, sob
identificacdo 034/2014.

3.1 Teste de Micronucleo via puncdo caudal de camundongos

O teste de micronucleos foi realizado utilizando células sanguineas de sangue
periférico, obtidas por meio de puncdo caudal. Depois da coleta a amostra foi distribuida em
duas laminas para cada animal e foram feitos os esfregacos. Apds secagem a temperatura

ambiente, as laminas foram fixadas em Metanol P.A. e posteriormente coradas durante 10
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minutos numa solugdo de 3% de Giemsa. A frequéncia de 2000 células (1000 celulas por
lamina) foi observada em cada camundongos para determinar a propriedade mutagénica dos
edulcorantes avaliados. A andlise dos resultados dos dois testes realizados foi executada pelo
teste RM-MANOVA seguido do pds teste de Tukey, utilizando o programa STASTISTIC 7.0.

O valor de p < 0.05 foi utilizado como valor de significancia.
3.2 Teste do Microndcleo via células da medula 6ssea de camundongos

Apos o sacrificio do animal, foi coletado o sangue da medula espinhal e colocada em
meio de cariotipo. A suspensao foi centrifugada, por 5 minutos, a 1000rpm, e o sobrenadante
foi descartado com o auxilio da pipeta de Pasteur, e com esse material foram feitos os
esfregacos. Os esfregagos foram preparados adicionando-se uma gota da suspensdo na lamina
(previamente marcada com o cddigo do animal) e com o auxilio de outra lamina inclinada
num angulo de 45° se fizeram dois esfregacos por animal. Depois de secadas em temperatura
ambiente, as preparacOes foram fixadas em Metanol P. A., durante 10 minutos e novamente
deixadas para secar ao ar.

A coloracdo das laminas foi feita com o corante Giemsa diluido em solugdo tampéo
fosfato com pH 6,8, na proporcédo de 1:10, durante 15 minutos. Apds a coloracao, as laminas
foram lavadas com &gua destilada para remoc¢édo do excesso de corante e deixadas secar ao ar.
Para a leitura das laminas foi utilizado microscopio éptico com objetiva de aumento de 100
vezes, onde foram contados 200 eritrocitos policromaticos (PCE) para cada esfregaco. Para a
determinacdo da citotoxicidade, um total de 400 eritrdcitos (eritrocitos policromaticos mais
eritrocitos normocromaticos) foram contados por animal (200/lamina) e o registro da
frequéncia de PCEs foi calculado (PCE/PCE+NCE). Para avaliagdo mutagénica (MN) foram
analisados 1.000 eritrocitos por lamina, em triplicata.

3.3 Anélise estatistica

Os resultados obtidos foram avaliados utilizando o método estatistico de Analise de
Variancia (ANOVA) e o teste a posteriori de Tukey. O programa estatistico utilizado foi o
STATISTIC 7.0. Para todos os grupos considerou-se estatisticamente significativos quando p
<0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

E importante mencionar que, de acordo com o Regulamento Técnico sobre
Aromatizantes/Aroma e Sabor aprovado pela ANVISA em 2007 e ainda em vigéncia, a
formulacdo de qualquer aromatizante alimentar sintético é padronizada mundialmente, sendo
de responsabilidade das agéncias de seguranca alimentar a fiscalizacdo de tal composicao
(BRASIL, 1999; BRASIL, 2007; MARQUES et al., 2015). Convém ressaltar que este foi o
primeiro estudo a avaliar a toxicidade em nivel celular, utilizando como organismo de prova
roedores, administrando as solucGes aromatizantes de Uva e Ameixa, substancias estas
comercializadas livremente no mercado varejista.

Na Tabela 01, s&o apresentados os resultados de citotoxicidade e mutagenicidade dos
aromatizantes alimentares de Ameixa e Uva, analisados em duas doses, frente a células
hematopoiéticas de camundongos. Os resultados apresentam o0s valores significativos de

ANOVA One-way com pos teste de Tukey, a 5%.

Tabelal: Potencial citotoxico e mutagénico de aromatizantes de ameixa e uva, nas doses de 2 e 4 pl, em células de
sangue periférico caudal e de medula 6ssea femoral de camundongos Mus musculus L., tratados via oral por um
periodo de tratamento de sete dias.

Doses Aromatizante MN em MN em células
células de de sangue caudal
medula 6ssea

CN Agua destilada 1,12 + 0,32 3+252
CN 1,12 +0,32 3+252

2 ul Uva 0,72*+ 0,14 10,66* + 9,85
2 ul Ameixa 0,70* £ 0,07 3,33+ 2,06
4 pl Uva 0,61* £ 0,09 23* + 4,38
4 ul Ameixa 0,54* + 0,12 3,16 £ 0,75
CP ciclofosfamida  0,53* +0,11 15,33* + 4,22
CP 0,53*+0,11 15,33* + 4,22

ANOVA One-way com pds teste de tukey. CN: controle negativo (dgua); CP: Controle positivo (ciclofosfamida
50mg/kg); MN: Microndcleo; : significante em relagdo ao CN. p < 0,05.

A partir dos resultados obtidos para o aromatizante de Uva, verifica-se que as duas
doses avaliadas induziram a formacédo de nimero significativo de micronucleos nas celulas de
sangue periférico e de medula éssea do organismo de prova utilizado, mostrando-se, nestas
condicBes de estudo, citotdxicas e mutagénicas. J& para o aditivo de Ameixa, observa-se que
as doses testadas somente induziram micronucleos nas células de medula 6ssea, mostrando

por meio deste sistema teste, potencial toxico em nivel celular.
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Apesar de serem escassos 0s estudos sobre a toxicidade em nivel celular de
microingredientes aromatizantes, sdo encontrados na literatura cientifica trabalhos que
demonstraram citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade de alguns dos constituintes
quimicos com acdes diluentes e consevante que fazem parte, de acordo com Resolu¢do RDC
n° 2 de 15 de janeiro de 2007 (BRASIL, 2007), da formulacdo dos aditivos de aroma e sabor
em geral. Entre estes constituintes quimicos esta o alcool benzoico, compostos responsavel
por manter a uniformidade e facilitar a incorporacédo e dispersdo dos aromas nos produtos
alimenticios. Em analise a acdo em nivel celular deste diluente, Demir et al. (2010)
verificaram que este alcool promoveu danos significativos ao fuso mitético, e,
consequentemente, a divisdo celular de células de sangue periférico humano.

Outro diluente encontrado na formulacdo dos aromatizantes é o diacetil (2,3-
butadiona). Whittaker et al. (2008) citam que este composto em ensaio de mutacdo génica em
linfoma de ratos causou danos significativos ao loci do cromossomo 11 destas células,
causando perda de expressdo dos genes para enzima timidina-quinase. Ainda, More et al.
(2012) verificaram que o diluente diacetil teve o potencial de substituir bases de timina por
guaninas em regides de eucromatina e ocasionar o rompimento de pontes de hidrogénio e de
dissulfeto em estrutura terciéria de enzimas envolvidas no processo de diviséo celular.

Jé entre os constituintes quimicos responsaveis em retardar a acdo de microrganismos,
enzimas e agentes fisicos nas solu¢Bes de aroma e sabor, estdo o benzoato de potassio,
benzoato de sodio e nitrato de potasio (BRASIL, 1999), agentes conservantes que, segundo
Mpountoukas et al. (2010) e Zequin et al. (2011), foram citotoxicos e genotoxicos a células
normais de sangue periférico humano. Na composic¢do dos aromatizantes alimentares também
sdo encontrados 0s compostos conservantes acido bdrico, acido citrico, citrato de potassio e
citrato de sddio (BRASIL, 1999) que, de acordo Tiikoglu (2007), acarretaram reducao
significativa ao indice de divisdo celular de células de meristemas de raizes de A. cepa,
mostrando-se citotdxicos.

Também é importante citar que na formulagdo dos aromatizantes alimentares, a Gnica
classe de compostos que possui restricdo de uso normatizada pelos érgdos de seguranca
alimentar € a de solventes de extracdo, onde o &cido agarico, aloina, beta-azorona, berberina,
cumarina, acido cianidrico, hipericina, pulegona, quassina, safrol e isosafrol, santonina e
tuyona alfa e beta possuem limites maximos tolerdveis discriminados em documento
(BRASIL, 1999; BRASIL, 2007). No entanto, na composi¢do dos aromatizantes em geral, 11

sdo as classes de compostos quimicos encontradas, onde cada uma é formada, em média, por



22

20 compostos quimicos, e no qual a maioria ndo foi avaliada ainda quanto aos seus potenciais

citotoxicos e genotdxicos.



23

5. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, para os aditivos de Uva e Ameixa,
juntamente com as pesquisas de avaliacdo da toxicidade em nivel celular sobre compostos
presentes na formulacdo dos aromatizantes alimentares ja realizadas, verifica-se que, embora
a utilizacdo dos aromatizantes alimentares seja permitida pela EFSA, FEMA e ANVISA, h&
urgente necessidade de estudos mais detalhados, a médio e longo prazo, em diferentes
sistemas teste, dosagens e tempo de exposicdo, para ai se determinar com propriedade a
toxicidade em nivel celular destas substancias e/ou das classes de compostos quimicos que as
constituem e, dessa forma, assegurar a utilizagdo e consumo segura destas substancias pela

populacéo.
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