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RESUMO

TOXICIDADE, CITOTOXICIDADE E GENOTOXICIDADE DE ADITIVOS CORANTES
UTILIZADOS NA FABRICACAO DE ALIMENTOS E RACOES ANIMAIS

O corante inorganico didxido de titanio, o natural carmim e o corante sintético idéntico ao
natural caramelo IV foram avaliados quanto a toxidade e a citogenotoxicidade frente aos
bioensaios Allium cepa e Artemia salina em 24 e 48 horas de exposicéo. Para o Didxido de
titdnio foram avaliadas as concentragcbes 25; 50; 100; 200; 400 g/1000 mL (corante/agua
destilada); para o Carmim 10 mL/10; 5; 2,5; 1,25; 0,625 mL (corante/agua destilada) e para o
caramelo 1; 10; 20; 30; 40 mL/1000 mL (corante/agua destilada) em células meristematicas
de Allium cepa. Para Artemia salina as concentragbes com intervalo de 125.000 a 122,07 ppm
para o didxido de titénio e carmim e 7.812,50 a 61,04 ppm para o caramelo foram utilizadas
para avaliacao de toxidade. Em Allium cepa, as células foram analisadas totalizando 3.000
para cada controle e tempo de exposicéo cuja analise dos resultados para citogenotoxicidade
foi feita pelo software R com o teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis a 5%, os resultados
mostraram que todas as concentragdes do dioxido de titanio causaram significativa redugdo
do indice mitético, sendo que nas concentracées 200 e 400 g/1000 mL em 48 horas de
exposicédo esse efeito foi ainda mais efetivo apresentando-se como significativo em relagdo
ao controle e também ao tempo de exposicao de 24 horas. N&o diferente, o carmim e o
caramelo também reduziram o indice de divisdo celular logo nas 24 horas de exposi¢ao,
condicdo que se manteve para todas as concentragbes em 48 horas de exposicdo. Para
Artemia salina a andlise de regressdo mostrou que os produtos foram tdxicos para os
nauplios causando mortalidade, condicdo essa que ampliou em concentragcbes maiores e
maior tempo de exposicéo. Assim, esses resultados confirmam o efeito toxico dos corantes
dioxido de titdnio, carmim e caramelo sobre os sistemas testes avaliados demonstrando a
necessidade de controle no uso desses aditivos pelas principais agéncias reguladoras.
PALAVRAS-CHAVE: Aditivos corantes, Artemia salina, Allium cepa.
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ABSTRACT

TOXICITY, CITOTOXICITY AND GENOTOXICITY OF COLORING ADDITIVES USED IN
THE MANUFACTURE OF ANIMAL FOOD AND FEED

Inorganic dye titanium, natural carmine and synthetic dye identical to natural caramel IV
were evaluated for toxicity and cytogenotoxicityin relation to the bioassays Allium cepa and
Artemia salina in 24 and 48 hours of exposure. For titanium dioxide the concentrations 25
were evaluated; 50; 100; 200; 400 g / 1000 mL (dye / distilled water); for carmim 10 mL/10; 5;
2.5;1.25; 0.625 mL (dye / distilled water) and for caramel 1; 10; 20; 30; 40 mL / 1000 mL (dye
/ distilled water) in Allium cepa meristematic cells. For Artemia salina concentrations ranging
from 125,000 to 122,07 ppm for titanium dioxide and carmine and 7,812.50 to 61,04 ppm for
caramel were used for toxicity evaluation. In Allium cepa, the cells were analyzed totaling
3,000 for each control and exposure time whose analysis of the results for cytogenotoxicity
was performed by software R with the non-parametric Kruskal Wallis test at 5%, the results
showed that all concentrations of titanium caused a significant reduction in the mitotic index,
and in the concentrations of 200 and 400 g / 1000 mL in 48 hours of exposure this effect was
even more effective, being significant in relation to the control and also the time of exposure
of 24 hours. Similarly, carmine and caramel also reduced cell division rate within 24 hours of
exposure, a condition that persisted for all concentrations within 48 hours of exposure. For
Artemia salina the regression analysis showed that the products were toxic to the nauplii
causing mortality, a condition that increased in higher concentrations and longer exposure
time. Thus, these results confirm the toxic effect of dyes titanium dioxide, carmine and caramel
on the evaluated test systems demonstrating the need for control in the use of these additives
by the main regulatory agencies.

KEYWORDS: Dyes additives, Artemia salina, Allium cepa.
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INTRODUCAO

Aditivos alimentares sao substancias utilizadas para conservar, aumentar a vida util
dos alimentos, conferir ou alterar sabor, regular a acidez, melhorar ou corrigir a aparéncia
de produtos industrializados, bem como para adicionar cor e melhorar o aspecto ap6s o
processamento e/ou tempo de estocagem, entre outros usos (RAJAN; SIMON; BOSSO,
2013; TOMASKA; BROOKE-TAYLOR, 2014; KHODARAHMI; ASHRAFI-KOOSHK;
KHALEDIAN, 2015). Dentre esses aditivos, os corantes tém significativa relevancia por
serem uteis na melhoria da aparéncia de alimentos destinados a alimentagao humana e
animal, por tornar o produto mais atrativo influenciando diretamente no poder de escolha
do consumidor (ROVINA et al., 2016)

A Food and Agriculture Organization (FAO) e a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) estabelecem as normas de uso para esses aditivos no mundo (BRASIL, 1999, XU
et al., 2015). No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) classifica
os corantes destinados para alimentos e ragdes em organico natural, organico sintético,
artificial, orgénico sintético idéntico ao natural, inorganico, caramelo e caramelo (processo
amonia) (BRASIL, 1997). Esse 6rgao é também responséavel pelas regulamentacdes de
uso e fiscalizagc&o quanto a aplicacao e os efeitos toxicolégicos dos corantes em humanos.

Dentre os corantes empregados na industria de alimentos industrializados, semi-
industrializados e ragdes o carmin (corante natural) (NETTO, 2009; HAMERSKI; REZENDE;
SILVA, 2013), o dibxido de titanio (corante inorganico) (BRASIL, 1999; COIMBRA et al.
2017) e o caramelo (processo aménia) estdao dentre os mais utilizados (BRASIL, 2015).

Porém, estudos referentes a toxicidade e citogenotoxicidade desses corantes
alimentares ainda séo incipientes, o que justifica a urgéncia na realizacdo de estudos de
avaliacao da toxicidade desses compostos a partir de diferentes bioensaios. Louzada et
al. (2015) relatam que mais de 40% dos canceres em humanos ocorrem devido a dietas
inadequadas, ricas em aditivos alimentares.

Bioensaios com plantas sdo sensiveis e simples para monitorar efeitos citotoxicos,
genotoxicos e mutagénicos de diversos produtos (HERRERO et al., 2012). Entre esses,
o sistema teste Allium cepa (cebola) é considerado como um bioensaio eficiente para
estudos de toxicidade e citogenotoxicidade em nivel celular (TABREZ et al., 2011;
LACERDA; MALAQUIAS; PERON, 2014). Isso se deve pelas suas propriedades de rapida
proliferagéo e grandes cromossomos em numero reduzido (2n=16), o que facilita a deteccao
da citotoxicidade, pela inibicdo ou proliferacdo celular excessiva, e alteragcdes celulares
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e anormalidades do fuso mitotico quando esse organismo € exposto a substancias com
atividade genotdxica (HERRERO et al., 2012; CARDOSO et al., 2014). A. cepa foi utilizado
para avaliacdo da citotoxicidade e genotoxicidade de flavorizantes (SILVA et al., 2016) e
produtos industrializados, como sucos em p6 (BEZERRA et al. 2016) e leite em p6 (MOURA
et al., 2017) e corantes (OLIVEIRA et al., 2013; GOMES et al., 2013)

Artemia salina (camarao de salmoura) também é considerada um organismo teste
apropriado para avaliacdo de toxidade de diversos compostos quimicos devido ao seu
ciclo de vida curto, facilidade no manuseio da cultura e tolerancia a diferentes condicbes
ambientais (NACEUR; JENHANI; ROMDHANE, 2012). Nauplios dessa espécie foram Uteis
como sistema teste na avaliacdo da toxicidade de corantes artificiais (VAKILI-SAATLOO et
al., 2015).

Desse modo, por meio deste trabalho buscou-se avaliar a toxidade, citotoxicidade e
genotoxicidade dos corantes didéxido de titanio, carmim e caramelo (processo de amoénia)
sob diferentes concentracgdes e tratamentos frente as células meristematicas de A. cepa e
a larvas de A. salina.
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CAPITULO 2

REVISAO DE LITERATURA

2.1 O uso de corantes na industria alimenticia e no mercado de racao animal

Os aditivos alimentares séo quaisquer ingredientes adicionados intencionalmente aos
alimentos com o objetivo de modificar suas caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas ou
sensoriais. Dentre estes aditivos, os corantes sdo considerados essenciais para a industria
de alimentos (BRASIL, 2002; CUNHA, 2008). Corante alimentar, de acordo com a Portaria
540/97 da Secretaria de Vigilancia Sanitaria/Ministério da saude (SVS/MS), é definido
como toda substéncia que confere, intensifica ou restaura a cor de um alimento durante o
processo de industrializagao.

Para o Ministério da Agricultura, os aditivos alimentares sdo as substancias que,
incorporadas nos alimentos para animais, sdao susceptiveis de influenciar as suas
caracteristicas ou a producao animal, sendo esses classificados nas seguintes categorias:
tecnolégicos, sensoriais, nutricionais, zootécnicos e anticoccidianos. Os corantes encaixam-
se na categoria de aditivos sensoriais (BRASIL, 2004).

O Brasil define as normas de inspecao e fiscalizacdo de produtos destinados a
alimentagdo animal pela lei 6.198 de 26 de dezembro de 1974. A instru¢do normativa n°
13, de 30 de novembro de 2004 aprova o regulamento técnico sobre aditivos para produtos
destinados a alimentacdo animal segundo as boas praticas de fabricacdo contendo os
registros sobre a avaliagcdo da seguranca de uso, registro e comercializacdo de produtos
destinados a alimentagao animal (BRASIL, 2004).

Na Uni&o Europeia a legislacao para aditivos em alimentos destinados para animais
€ determinada pelo regulamento da Comunidade Européia EC,2003 n° 1831/2003 e
diretiva 2003/7/EC, que determinam as normas para o uso de aditivos na nutricdo animal
e determinam os procedimentos para autorizagdo, venda e rotulagem desses produtos.
De acordo com essa diretiva, os corantes sao substancias que melhoram ou mudam as
propriedades organolépticas da alimentagdo ou as caracteristicas visuais do alimento
direcionado a alimentac&o animal.

Por muito tempo os corantes foram derivados somente de produtos naturais, como
folhas, flores, frutos, e de substancias extraidas de animais. Estas extra¢gées envolviam
diferentes e trabalhosas etapas, como maceracao, destilacdo, fermentacéo, decantacao
e precipitacao (SOUZA, 2012). Porém, no final do século XIX, com o estabelecimento de
novas tecnologias decorrentes da area de ciéncia e tecnologia, 0 mercado de corantes
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artificiais alcancou um espaco de destaque na indUstria de alimentos (POLONIO, 2010).

Isso foi possivel pela descoberta de métodos de fabricacéo eficaz e baratos, também
porque esses elementos eram adequados para “restaurar” a cor do leite e de produtos
alimentares adulterados (ARIT, 2011). Antes dessa época o0 emprego de pigmentos naturais
prevalecia, porém com variacbes de cores limitadas (BAFANA; DEVI; CHAKRABARTI,
2011).

O uso de corantes garante beneficios a industria de alimentos, em virtude de que
para o mercado consumidor, a cor dos alimentos influencia diretamente na compra ou ndo
de determinado produto. Ao lado de fatores como a suculéncia, sabor, maciez ou textura,
essa caracteristica sensorial & determinante para a aceitacdo do alimento ou produto
pois a cor influencia, principalmente, na percepcdo do sabor (GONZALEZ; GARCIA;
NAZARENO, 2010). A cor também interfere nos aspectos de docura (VENTURINI et al.,
2011; DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).

A adicdo de corantes nos alimentos contribui, para além da restauracéao da cor,
adicionar essa caracteristica em alimentos incolores e uniformizar produtos que sao
produzidos com matérias-primas de origem diversas (VELOSO, 2012). No entanto, o
uso desse recurso é condicionado pela indicacédo do nome do corante ou INS (Sistema
Internacional de Numeragao) no rétulo das embalagens, sendo obrigatdério que seja
diferenciado dos ingredientes (BRASIL, 2002).

O INS foi elaborado pelo Comité do Codex Alimentarius da Organizagédo Mundial de
Saude (FAO/OMS) sobre Aditivos Alimentares e Contaminantes de Alimentos (CCFAC) que
estabelece um sistema numérico de identificacdo de aditivos alimentares. No Brasil esse
procedimento é realizado pelo Ministério da Saude e fiscalizado pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (AUN et al., 2011).

Em se tratando da rotulagem de alimentos para consumo animal, a legislacao prevé
que os aditivos utilizados na formulagdo dos produtos devem ser indicados no rétulo
(BRASIL, 2009b), porém nado ha especificacdo das substancias permitidas, os limites
maximos permitidos ou ingestao diaria aceitavel (IDA). Dessa forma, subtende-se que
essas regulamentacées sdo derivadas daquelas utilizadas para humanos (SIMAO, 2010).

Portanto, o controle no uso de ingredientes e aditivos alimentares envolvidos na
formulacdo de alimentos € uma forma de garantir a seguranca alimentar também dos
animais, ja& que muitos aditivos, como os corantes, podem causar efeitos nocivos como
alergias e disturbios de comportamento.

2.2 Categorias dos corantes alimentares

A resolucéao n° 44 de 1977 elaborada pela Comissédo Nacional de Normas e Padrdes
para Alimentos (CNNPA), define as categorias de corantes de uso permitido em alimentos,
bebidas em: organico natural, organico sintético, artificial, organico sintético idéntico ao
natural, inorganico, caramelo e caramelo (processo amoénia).
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Dentre os corantes sintéticos amplamente utilizados em alimentos e ragdes destacam-
se os aditivos de cor pertencentes a classe azo (MORRISON; WRIGHT; JOHN, 2011;
BRASIL, 2010). O dioéxido de titdnio, o caramelo, e o corante natural carmim também
sao destaques entre os corantes produzidos e utilizados pela industria na fabricagcao de
alimentos para humanos e de emprego também em racédo animal segundo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2010).

No entanto, a utilizacdo desses corantes gera questionamentos entre profissionais de
saude quanto aos seus potenciais efeitos toxicos, citotoxicos, genotoxicos e mutagénicos.
Tais questionamentos se ddao em razdo de haverem poucos estudos toxicoldgicos
envolvendo estes aditivos. No Brasil, a legislacao vigente permite o uso de onze corantes
artificiais para a confeccao de alimentos industrializados.

No Quadro 1 estdo descritos os nomes comerciais, os codigos de identificacao
utilizados no Brasil, a cor referente, o indice de Ingestdo Diaria (IDA) segundo a Food
and Agriculture Organization (FAO) e a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), os limites
maximos permitidos para balas, confeitos, bombons, chocolates e similares, conforme
descrito na resolucéo n° 387 do Ministério da Saude (BRASIL, 1999) e os limites de uso
para fabricacdo de racdao animal (BRASIL, 2010).

Cédigo IDA I . Limites de
Nome Limite maximo
f de Cor (mg/kg de peso uso para
comercial . e o < mg/100g L
identificacao corporeo) animais
Amaranto E123 Magenta 0,50 10,0
Amarelo E110 Laranja 2,50 10,0
crespusculo
Azorrubina E122 Vermelho 4,00 5,00
Azul brilhante E133 Azul 10,0 30,0
turquesa
Azul patente V E131 Azul 15,0 30,0
Eritrosina E127 Pink 0,10 5,00 Sem restricao
Indigotina E132 Azul royal 5,00 30,0
Ponceau 4R E124 Cereja 4,00 10,0
Verde rapido E143 Verde mar 10,0 30,0
Vermelho 40 E129 Verde 7,00 30,0
alaranjado
Tartrasina E102 Amarelo 7,50 30,0
limao

QUADRQO 1. Corantes artificiais permitidos no Brasil, nomes, cor, ingestao diaria aceitavel (IDA) e
limites maximos para fabricacdo de alimentos para humanos e animais.

Fonte: Adaptado de: BRASIL (1999); BRASIL (2010)

O controle de uso dos aditivos alimentares no Brasil é feito por meio do Comité
Permanente em Aditivos Alimentares (CPAA) juntamente com a ANVISA. Estes 6rgaos
de seguranca determinam, com base em resultados de estudos toxicoldgicos, os limites
maximos permitidos para consumo (FENG; CERNIGLIA; CHEN, 2012, FAVERO; RIBEIRO;
AQUINO, 2011).
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Nesse cenario, os corantes artificiais tém sido substituidos de forma gradativa pelos
naturais por estes terem menos evidéncias de riscos a saude, e apesar de apresentarem
algumas desvantagens (baixa estabilidade e alto custo) estdo sendo cada vez mais
utilizados em detrimento dos artificiais (GOMES, 2012).

Entre as principais fontes de obtengcdo de corantes naturais estao as plantas (folhas,
flores e frutos), animais (insetos) e micro-organismos (fungos e bactérias) (MENDONCA,
2011). Alguns corantes naturais como o extrato de urucum, curcumina, antocianinas,
betalainas e carmim de cochonilha estdo entre aqueles mais comercializados. (NETO,
2009; HAMERSKI; REZENDE; SILVA, 2013)

Com relagdo aos corantes sintéticos idénticos aos naturais, sdo também bastante
explorados na industria de alimentos e de ragdes animais sendo o corante caramelo
classe IV um de seus principais representantes (BRASIL, 2015). Do grupo dos corantes
inorgénicos, o didxido de titanio ocupa posicao de destaque como um dos mais utilizados
para diversos géneros alimenticios (COIMBRA et al., 2017).

Assim, pela relevancia do uso do corante, di6éxido de titanio, carmim e caramelo na
industria de alimentos, estudos referentes a toxicidade desses compostos sao relevantes
para proporcionar bem-estar ao mercado consumidor.

2.3 Corante Dioxido de titanio

O didxido de titanio (TiO,) € um material quimicamente inerte que exibe uma série
de polimorfos. As fases cristalinas mais comuns na natureza sao bruquita, anatase e
rutilo (SKOCAJ et al., 2011). Neste trabalho o corante utilizado é de natureza rutilica e
composto por nanoparticulas, no entanto nao foram especificadas em quais quantidades e
os tamanhos dessas particulas.

Segundo Periasamy et al. (2015) examinaram diversas categorias de produtos
contendo o didéxido de titdnio e o proprio corante de grau alimenticio com o0 uso de
microscopio eletronico de transmisséo e espectros de raio x por dispersao de energia,
verificou-se particulas de 40-200nm, cujo tamanho médio foi de 42nm.

O TiO, pode ser extraido de fontes minerais naturais (rutilo, ilmenita e minérios
leucoxénicos) e ser utilizado em processos industriais de sintese (CLEMENTE et al., 2012).
Seu uso € muito promissor em diversos produtos pela sua facilidade de absorcéo de luz
ultravioleta (SUTARIYA et al., 2015).

Pelo Sistema Internacional de Numeracao de Aditivos Alimentares (INS) do Codex
Alimentaruis, o TiO, é identificado com INS 171. A ANVISA o reconhece como aditivo
alimentar comfuncé&o corante e define seu uso de acordo com as Boas Praticas de Fabricacéo
(BPF), o que significa que ele n&o possui um nivel de ingestao diaria especificado e pode
entao ser utilizado em quantidade suficiente para se obter o efeito desejado.

Com relagéo as categorias de produtos alimenticios cujo o uso do TiO, € permitido
pela ANVISA podem ser citados os produtos de confeitaria, balas, biscoitos, coberturas,
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xaropes, bebidas nao alcodlicas, suplementos vitaminicos e minerais, sopas e caldos
prontos para consumo, barras de cereais, dentre outros (ANVISA 1999), além de racdes
destinadas ao consumo animal, principalmente de cachorros e gatos (BRASIL, 2010).

O TiO, apresenta-se de duas formas distintas: em microparticulas, tamanho de 0.1 a
100 micrémetros (um) e nanoparticulas (NP) com dimensao de 1 a 100nm. Com relacéo as
NPs, sdo mais estudadas, uma vez que apresentam propriedades especificas relacionadas
a forma (estrutura cristalina), tamanho, superficie (area de superficie/carga de superficie) e
quimica (composicéo, solubilidade, superficie quimica, aglomerag¢ao/agregacao) (FADEEL;
PIETROIUSTI; SHVEDOVA, 2012; SUTARIYA et al., 2015; GWINN; SOKULL-KLUTTGEN,
2012).

As nanocéapsulas de diéxido de titdnio sdo produzidas em grande escala na industria.
Trata-se de um po6 branco muito utilizado na fabricacdo de cosméticos, protetores
solares, aditivos farmacéuticos, corantes alimentares, microeletrbnica, semicondutores,
medicamentos e componentes eletronicos (NIOSH, 2011; SKOCAJ et al., 2011).

Aspectos relacionados a toxicidade desse corante sao controversos, pois ainda
existem poucos estudos nessa area. O que se sabe é que quando sintetizado em
microparticulas seus efeitos tdxicos sdo menos aparentes, porém em nanoparticulas; pode
causar efeitos tobxicos em mamiferos com prejuizos nas vias respiratorias (inflamacao,
danos, fibrose e tumores nos pulmdes, além de mau funcionamento dos macréfagos),
disturbios mitoéticos, danos no DNA e apoptose (GWINN; SOKULL-KLUTTGEN, 2012). Isso
se deve principalmente devido ao seu pequeno tamanho que pode penetrar estruturas
bioldgicas béasicas afetando sua funcdo (ZHAO; CASTRANOVA, 2011)

Outra justificativa € a razédo superficie-volume, que em tamanho nano s&o mais
reativas em sistemas biolo6gicos, dessa forma, sendo as proteinas as biomoléculas que mais
interagem com NP, isso pode causar problemas em seu funcionamento e inativar enzimas
importantes nas células (SUTARIYA et al., 2015; FADEEL; PIETROIUSTI; SHVEDOVA,
2012).

Atualmente, diversos corantes tém sido reavaliados quanto aos seus teores maximos
permitidos, mas o diéxido de titdnio continua com IDA indefinido. Os riscos de seu uso
para a saude publica ainda ndo sao alarmantes, mas a presenca de nanoparticulas neste
aditivo € um ponto que envolve muitos debates quanto a sua definicdo e enquadramento
(COIMBRA et al., 2017).

Em Sao Paulo (SP), A Comissédo de Meio Ambiente da Camara aprovou o projeto de
lei nmero 1370 de 2011 que proibe em seu artigo primeiro o uso do diéxido de titanio em
alimentos e cosméticos. A justificativa principal para essa determinacédo sdo os poucos
registros de trabalhos sobre os riscos da substancia (BRASIL, 2011). Tal fundamento é
bastante consistente uma vez que o principio da precaucédo determina que, “quando a
informacao cientifica é insuficiente, inconclusiva ou incerta e haja indicagcdes de que os
possiveis efeitos sobre o ambiente, a saude das pessoas ou dos animais [...] possam ser
potencialmente perigosos” (Milaré, 2015).

Portanto, estudos sdo cada vez mais necessarios para elucidar os perigos relacionados
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a ingestédo desse aditivo e estabelecer indices seguros de ingestao.

2.4 Corante Carmim

O carmim é um corante vermelho natural obtido do exoesqueleto do inseto Dactylopius
coccus Costa que vive em cactos (Opuntia ficus-indica) no Peru e nas llhas Canarias.
O corante é muito utilizado em produtos de confeitaria, alimentos salgados, produtos de
padaria, sorvetes, iogurtes, balas, bombons, sobremesas, alimentos de origem animal,
marmeladas, picolés, gelatinas, bebidas alcodlicas, sopas, molhos, xaropes, conservas
e laticinios, sucos, derivados lacteos, produtos carneos em geral (GULTEKIN; DOGUC,
2013)

Também é util na confeccdo de ragdes de animais, principalmente as de cachorro e
gatos, além de ser aplicado na industria farmacéutica e téxtil (VOLP; RENHE; STRINGUETA,
2009; ARSLAN; AYCAN, 2014; KUNKELY; VOGLER, 2011). Em derivados carneos, seu
uso é importante quando produz efeito semelhante ao sangue, causando a aparéncia de
frescor (ROCHA et al., 2012)

Outrora, a extragao do carmim era feita através da trituracao de insetos desidratados
pelo sol colocando-os posteriormente em agua quente seguido da purificagdo do acido
carminico, mas esse processo era muito demorado, além de dificultar a eficiéncia da
extracdo. Hoje a produgcdo envolve solventes orgénicos e hidréxidos que otimizam a
producédo em escala industrial (BORGES et al., 2012)

A tentativa de implantacdo do inseto no sertdo do Brasil, para fins de producao
do corante, fez com que fosse desenvolvida uma praga devido as condi¢cdes climaticas
da regido. Por esse motivo, a obtencdo do carmim no Brasil eleva o custo por conta da
importacao do proprio inseto ou do principio ativo de paises como o Peru, por exemplo. S&o
inumeras as espécies desse grupo que sao utilizados para fins de producéo de corantes
vermelhos naturais, porém a mais expressiva comercialmente é a colchonilha americana
(GOMES, 2012).

O corante natural carmim € de uso tolerado em alimentos e bebidas e € permitido
pelas principais agéncias reguladoras de alimentos internacionais, como o Food and
Drug Administration (FDA) e a European Food Safety Authority (EFSA) (VOLP; RENHE;
STRINGUETA, 2009; GOSETTI et al., 2015; LIM et al., 2014; BRASIL, 2007).

A ingestao diaria aceitavel do corante, conforme a FAO/WHO é de 5mg/kg de peso.
Pela legislagao brasileira as quantidades do uso do carmim como corante varia de acordo
com a classe do produto. Em alimentos de origem animal, como carnes por exemplo, a
concentracdo maxima permitida é de aproximadamente 0,01% da formulacéo (BRASIL,
2007).

Porém, apesar da tolerancia de seu uso e também de ser considerado seguro, ha
registros sobre casos de hipersensibilidade relacionados ao contato e a ingestao do
carmim (ACERO et al., 1998; CHUNG et al., 2001; VOLTOLINI et al., 2014). Quantidades
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aumentadas na dieta, além de reacbes alérgicas, causam hiperatividade na infancia e
tumores cutaneos em individuos sensiveis, com isso, alguns 6rgdos de apoio a criancas
com hiperatividade tem solicitado que o corante seja eliminado da dieta (YILMAZ; ERGUN;
YILMAZ, 2014)

Em nivel celular, estudos voltados para a toxicologia desse aditivo se faz necessério,
principalmente pelos poucos registros encontrados. Assim, pela constatacado de efeitos
adversos provocados pelo corante em outros procedimentos de pesquisa, vale a pena
estudar seus efeitos a partir de testes em nivel celular, como o que foi realizado neste
estudo.

2.5 Corante Caramelo

Os corantes caramelos sdo produzidos pelo aquecimento de acucares sob calor
controlado e utilizados como aditivos de cor numa variedade de produtos alimentares e
bebidas, além de também serem utilizados em outros tipos de produtos, como cosméticos,
produtos farmacéuticos e racao animal (SENGAR; SHARMA, 2014).

Existem disposicOes para o uso de cores de caramelo em mais de 80 categorias
de alimentos no Padrdo Geral do Codex alimentarius para Aditivos Alimentares (GSFA)
(CODEX, 2017).Com uma producao anual superior a 200.000 toneladas/ano, o corante
caramelo representa cerca de 90% em peso de todos os corantes adicionados em alimentos,
bebidas e racbes consumidas no mundo (CRUZ et al., 2015).

O Joint Expert Committee on Food Addittives (JECFA), comité internacional de
cientistas especialistas em aditivos alimentares da Organizacdo das Nacdes Unidas para
a Alimentacdo e Agricultura, FAO/ONU, define o corante caramelo como uma mistura
complexa de compostos, alguns dos quais na forma de agregados coloidais, fabricados
pelo aquecimento de carboidratos, isoladamente ou na presenca de acidos, alcalis ou sais
de grau alimenticio (JECFA, 2008).

A sua classificacdo é dada de acordo com o processo pelo qual é obtido de acordo
com os 6rgéos internacionais (JECFA, EU) e nacionais (INS), os reagentes utilizados na
sua fabricacdo, a carga elétrica final do produto e sua IDA como mostrado no quadro
abaixo (Quadro 2)
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CLASSIFICACAO IDA

CARGA
REAGENTES UTILIZADOS - (mg/kg peso
JECFA EU INS ELETRICA corporal)
Classe | Caramelo 150a Com ou se~m acido, glcahs, sﬂa@, ~ limitada
(E 150a) com excecao de sulfito e amonia
Com ou sem acido, alcalis, sais,
Caramelo

Sulfito basico na presenca de sulfitos (acidos
Classe Il 150b sulfurosos, sulfito e bissulfito de 0-160

(E 150b) Na e K); ndo pode ser utilizado
composto de amdnia
Com ou sem acido, alcalis, sais, na
Caramelo presenca de compostos de aménia
Classe Il Amonia 150c | (hidroxidos, carbonatos, fosfatos); + 0-200
(E 150c) ndo pode ser utilizado composto de
sulfito
Caramelo Com ou sem acido, alcalis, sais, na
Classe IV | Sulfito-aménia | 150d | presenca de compostos de amdnia _ 0-200
(E 150d) e sulfito

QUADRO 2. Classificagao do corante Caramelo pelo JECFA, UE e INS de acordo com os reagente
utilizados, carga elétrica e IDA.

Abreviagdes: IDA: Ingestéo Diaria Aceitavel; JECFA: Joint Expert Committee On Food Additives; UE: Unido Europeia; INS:
Sistema Numeérico Internacional. Adaptado de: ALMEIDA, 2011

O Brasil ocupa a terceira posicdo mundial em producao de refrigerantes, atras
apenas dos EUA e México, e os tipos mais consumidos nacionalmente sdo os do “tipo
cola” e “guarand”. O corante caramelo entra na formulacdo dos dois refrigerantes mais
consumidos no Brasil, além de outros como o tutti-frutti e maca. S6 em 2008 a producéo foi
de 14,13 bilhdes de litros, sendo os tipos cola e guarana sozinhos responsaveis por cerca
de 75% de toda producao (ABIR, 2011)

Em um estudo realizado por Pereira et al. (2015), indicaram que os aromatizantes,
corantes e estabilizantes, foram os aditivos mais presentes em todas as categorias de
alimentos avaliadas, sendo que o caramelo foi 0 que mais esteve presente sendo reportado
em todas as categorias de alimentos avaliadas, com destaque para os biscoitos, doces e
sopas instantaneas. Também se encontra em varias marcas de ragcdes para cachorro e
gato.

2.6 Potencial toxico dos corantes alimentares

Embora permitidos no Brasil, em muitos paises alguns corantes alimentares, como
o amaranto e a tartrazina, sado vetados devido ao risco de serem carcinogénicos. Dessa
forma, ressalta-se a importéncia no estabelecimento dos limites maximos permitidos dos
aditivos de cor em alimentos e racdes no sentido de informar a populacdo quanto ao
consumo consciente desses produtos (VELOSO, 2012).

Na década de 90 os primeiros testes de mutagenicidade e/ou carcinogénicidade de
corantes alimentares foram realizados utilizando o corante azobico vermelho escarlate,
onde este causou crescimento atipico quando injetado sob a pele da orelha de coelhos
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(LEDERER, 1990). Em 1924, observou-se que a ingestao desse corante por camundongos
provocava a formacéo de adenomas hepaticos (MACKINSKI-JR,1998). Desde entao
pesquisas foram realizadas a fim de elucidar aspectos referentes ao potencial toxico e
cancerigeno dos corantes alimenticios comercializados.

Souza (2015) buscou avaliar o potencial genotoxico dos corantes azbicos amarelo
crepusculo, tartrazina, vermelho 40 e ponceau 4R através do ensaio de micronucleo. O
teste in vitro foi aplicado em eritrocitos policromaticos extraidos da medula 6ssea do fémur
de 168 camundongos Swiss albinus nos tempos de 24 e 48 horas. Os resultados mostraram
que os corantes causaram efeitos genotoxicos.

Outras pesquisas com corantes artificiais foram realizados e confirmados seus
efeitos toxicos em ensaios com ratos, camundongos, culturas celulares e bioensaios
vegetais em corantes como azorrubina (AMIN; HAMEID II; ELSTTAR, 2010); amaranto
(MPOUNTOUKAS et al. 2010; SARIKAYA; SELVI; ERKOGC, 2012); ponceau 4R (SHIMADA
et al., 2010; HAMERSKI; REZENDE; SILVA, 2013); amarelo-sol (DWIVEDI; KUMAR,
2015; DWIVEDI; KUMAR, 2017); azul-brilhante (KUS; EROGLUS, 2015) e verde brilhante
(JABEEN et al., 2013; CHEQUER et al., 2017;).

Com relagao aos estudos de toxicidade dos corantes inorgéanicos, o didxido de titanio é
um dos mais estudados. Segundo Ji; Long; Lin (2011), a forma anatase de nanoparticupas
de dioxido de titanio (nano-TiO,) demonstrou causar prejuizos as microalgas verdes de agua
doce, cuja toxicidade variou de acordo com cristalinidade das nanoparticulas, resultando
na diminui¢do do crescimento desses organismos.

Resultado semelhante foi relatado por Cardinale, Bier, Kwan (2012) ao avaliarem
a toxicidade das nano-TiO, para trés espécies de microcloroficeas (Chlorella vulgaris,
Scenedesmus quadricauda e Chlamydomonas moewusii) constatando alteragcdes no
metabolismo dessas espécies e diminuicdo na taxa de crescimento e respiracdo dessas
algas.

Em A. salina, os efeitos das nano-TiO, mostraram acUmulos significativos dessas
particulas no intestino de nauplios. Em concentragdes acima de CL50>100 mg L—1 e maior
tempo de exposicdo, o acumulo dessas particulas resultou na mortalidade de nauplios e
adultos devido a incapacidade de excrecéo dessa substancia (ATES et al., 2013).

Hong et al. (2017a), com base em um estudo detalhado sobre os efeitos toxicos das
nano-TiO, em ratos e camundongos por inalagéo, absorgéo no figado, rim, bago, e outros
6rgaos, os autores concluiram que ha evidéncias suficientes para sugerir que as nano-TiO,
podem induzir toxicidade em varios 6rgaos.

Outro estudo de Hong et al. (2017b) os camundongos foram expostos as nano-TiO,
por 9 meses consecutivos e mostraram uma diminui¢ao do peso corporal dos individuos,
acumulo dessa substéanica no timo, alteracédo dos componentes sanguineos e também nos
linfécitos.

Dentre os corantes naturais, as investigagcbes com o carmim tém demonstrado
potencial efeito toxico devido a relatos de hipersensibilidade. Em um estudo de 2009,
pesquisadores identificaram uma proteina do inseto Dactylopius coccus, denominada

Capitulo 2




CC38K, como responsavel por causar reacoes alérgicas (OHGIYA; ARAKAWA; AKIYAMA,
2009). Muitos relatos de doencgas respiratdrias ocupacionais, por exemplo, rinoconjuntivite,
asma e alveolite alérgica extrinseca em pessoas que trabalham em acougues e fabricas de
corantes naturais sao atribuidos ao carmim (COX et al., 2012).

O carmim foi apontado como possivel causador de reagdes alégicas por causar
vermelhiddo na pele, inchago e outros sintomas em pessoas sensiveis ao corante
(SAUVAGE, 2010; GULTEKIN; DOGUC, 2013; GREENHAWT; BALDWIN, 2014; SAMPSON
et al.,, 2014).

Testes de liberacdo de histamina por leucécitos comprovaram que o carmim &
responsavel por desencadear o mecanismo alérgico IgE, causado por reacdes alérgicas
deridadas de elementos externos. Um caso de uma mulher de trinta e trés anos com
manchas vermelhas na pele (urticaria), vomitos e dispneia foi reportado e confirmado com
base em testes de sensibilidade para o corante (GULTEKIN; DOGUC, 2013).

Também foi confirmado sintomas de anafilaxia, diarreia e presséo arterial baixa apés
a ingestao de alimentos que continham o carmim. Testes in vitro de ativacéo de basdbfilos,
que analisa a expressao do marcador de ativacao de superficie CD203c foram realizados e
os resultados apontaram que dentre os constituintes da bebida, apenas o corante carmim
gerou resultados claramente positivos para a sintomatologia (SUGIMOTO et al., 2013).

Além desses, outros casos de alergias foram descritos, monitorados e clinicamente
analisados na literatura, os casos de choques anafilaticos graves € um dos principais
sintomas que despertam maior preocupacao (AGOCS; DELI, 2011; VOLTOLINI et al.,
2014, CAROCHO; MORALES; FERREIRA, 2015).

O potencial toxico do corante caramelo IV também tem sido associado a diversos
problemas de saude. A Agéncia Internacional para Pesquisa sobre Céncer (larc —
International Agency Research Cancer), incluiu o 4-MEI, um componente do corante, na
lista de substancias possivelmente cancerigenas para o grupo humano. (IARC, 2011;
IDEC, 2012).

O Center for Science in the Public Interest (CSPI), de Washington-DC, testou
a quantidade do subproduto 4-MEI do corante caramelo IV, no Canada, nos Emirados
Arabes, no México, no Reino Unido e nos Estados Unidos, ainda foram testadas as
bebidas vendidas na China, no Japao, no Quénia e no Brasil. O resultado mostrou que
a concentracao em microgramas de 4-MEI| em cada 355 mililitros do refrigerante foi, dos
menores para 0s maiores indices, 56 na China, 72 no Japao, 145 no Reino Unido, 147
no México, 155 nos Emirados Arabes Unidos, 160 no Canada, 177 no Quénia e 267 no
Brasil (IDEC, 2012). Esse dado é alarmante, pois demonstra que o indice no Brasil chega
a ser quase cinco vezes maior que o menor indice e nove vezes maior que o indice diario
sugerido pela OMS, que é 29 microgramas.

Esses dados foram oficializados no Brasil pelo Diario Oficial da Unido, por meio da
Portaria Interministerial n°® 9, de 7 de outubro de 2014, que publicou a Lista Nacional de
Agentes Cancerigenos para Humanos (Linach), como referéncia para a formulacao de

politicas publicas (Brasil, 2014).
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Bu et al. (2015) investigaram os efeitos do 4-MEl a partir de células-tronco
mesenquimais e constataram que o mesmo pode ter efeitos toxicos nessas células e na
progressao do céncer. Isso porque eles observaram a proliferacéo celular e a migracao
génica de citocinas hematopoiéticas e perceberam que o 4-MEI na concentragcao (=150 g
/ ml) afetou a viabilidade dessas células-tronco.

Norizadeh; Topaktas; Yilmaz (2016) estudaram os efeitos genotdxicos e citotoxicos
do 4-MEI usando um ensaio de aberracdao cromossémica e indice mitdético em ratos. Esses
individuos foram tratados com 100, 130 e 160 mg/kg por 12 e 24 h, posteriormente as
células da medula 6ssea foram analisadas e os autores concluiram que o componente
testado foi genotoxico e citotoxico para todos as concentracdes e tempos de exposicao.

Para Feng; Cerniglia; Chen (2012) a utilizacdo de corantes em alimentos continua
promovendo uma série de davidas referentes a toxicidade e mutagenicidade desses
compostos uma vez que ha escassez de trabalhos na literatura que avaliem os efeitos
toxicos desses compostos

Em se tratando dos riscos a saude, essa atencao também é voltada para alimentos
destinados aos animais, uma vez que esses aditivos também s&o de uso regular nas racoes.
Segundo o Sindicato Nacional dos Coletores e Beneficiadores de Sub Produtos de Origem
Animal (SINCOBESP), no Brasil a Industria Epa Quimica, localizada em Jundiai (SP)
disponibiliza o corante caramelo das classes |, lll e IV para fins de uso em ragédo animal,
sendo que a classe IV é a mais comercializada. A empresa Doce Aroma, localizada em
Guarulhos (SP) comercializa o corante Carmim de Cochonilha (obtido a partir da secrecao
do inseto Cochonilha) para o mesmo fim, além de corantes artificiais. (SINCOBESP, 2013).

De acordo com o Instituto Nacional de Estatistica (2016), no ano de 2015 foram
utilizados mais de 300 000t de aditivos para fabricacdo de ragdes para animais. Embora
os dados néo sejam muito especificos quanto aos percentuais de cada classe de aditivo,
0s corantes apresentam-se como aqueles que sao utilizados regularmente, o que reitera
a importancia de uma legislacdo mais especifica quanto aos limites de uso dessas
substancias para os animais.

Assim, de acordo com Rutkunas; Sabaliauskas; Mizutani (2010), a acdo desses
aditivos, a nivel celular, deve ser avaliada em varios organismos testes, como mamiferos,
plantas, insetos e em culturas celulares a fim de que se estabelegca com precisao o real
risco desses compostos para a satde humana e animal.

2.7 Sistema teste Allium cepa L.

O sistema teste A. cepa tem se mostrado eficiente para avaliagcdo e monitoramento de
substancias toxicas em nivel celular (CANDIDO et al., 2010). Isso se deve principalmente
as suas caracteristicas cinéticas de rapida proliferagcdo, numero cromossémico reduzido
(2n=16), cromossomos grandes, ao rapido crescimento de suas raizes e tolerancia a
diferentes condi¢des de cultivo (CARITA, 2010; PERON et. al., 2009, HERRERO et al.,
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2012)

Através desse bioensaio é possivel avaliar substéncias em nivel celular tendo como
parametro a citotoxicidade (IM), em funcéo da inibicdo ou proliferacdo celular excessiva e
a genotoxicidade (IAC), por meio das alteragcdes cromossdmicas de origem clastogénicas
(quebras cromossOGmicas) e/ou aneugénica (alteracbes de fuso mitdtico) (MAZZEO;
FERNANDES; MARIN-MORALES, 2011; BARBERIO; VOLTOLINI; MELLO, 2011) (Figura
1).

FIGURA 1. Aberracdes cromossdmicas encontradas em células meristeméaticas de A. cepa. (A)
Broto nuclear (B) Préfase polipléide (C) Célula binucleada (D) C-metéafase (E) Metafase com quebra
cromossémica (F-G) Aderéncias cromossomicas (H) Metafase com perda cromossémica () Metafase
polipléide (J) Anafase com ponte cromossémica (K) Anafase multipolar (L) Anafase com perda
cromossémica (M) Anafase com quebra cromossémica (N) Anafase polipléide (O) Teléfase com perda
cromossémica (P) Tel6fase com ponte (Q) Tel6fase com atraso (R) Nucleo lobulado (S-T) Microndcleo.
Adaptado de: BIANCHI; FERNANDES; MARIN-MORALES; 2016.
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Sao considerados como indicadores de acédo clastogénica, as pontes e quebras
cromossOmicas que, antes da migracao total de cromossomos para os polos da célula,
dao inicio a formacéao do envelope nuclear, resultando na origem de brotos nucleares na
tentativa de incorporacao dos cromossomos (MAZZEO; FERNANDES; MARIN-MORALES,
2011; BARBERIO; VOLTOLINI; MELLO, 2011). As alteragées de origem aneugénica
sdo caracterizadas por perdas, atrasos, C-metafases, aderéncia e multipolaridade dos
cromossomos causados por substancias tdéxicas. Os micronucleos podem ser resultantes
de ambas (BIANCHI; MANTOVANI; MARIN-MORALES, 2015).

A espécie A. cepa € amplamente citada na literatura como organismo teste para
ensaios vegetais e é considerado eficiente para avaliacdo da citogenotoxicidade fornecendo
valiosas informacdes em relacéo a avaliacdo de amostras ambientais, de produtos quimicos,
extratos de plantas, residuos industriais e aguas contaminadas (CUCHIARA et al., 2012;
OLIVEIRA; SANTOS; BOEIRA, 2012; LACERDA; MALAQUIAS; PERON, 2014; SILVA et
al., 2015a, b; BIANCHI, MANTOVANI; MARIN-MORALES, 2015, NEVES et al., 2016).

Adicionalmente, o teste A. cepa pode ser realizado individualmente (BRAGA; LOPES,
2015) ou em conjunto com outros sistemas testes (AGUIAR et al., 2015; GERAS’KIN et al.,
2011), apresentando resultados similares e até complementares quando comparados com
outros bioensaios utilizando animais e culturas celulares (TEDESCO; LAUGHINHOUSE
IV, 2012; ZENKNER et al., 2014;), como tem sido feito, por exemplo, para avaliacdo da
contaminagdo de aguas superficiais por esgotos, lodos de esgotos domeésticos e industriais,
poluentes derivados de plantagdes agricolas e em extratos aquosos de solos (OLIVEIRA;
SANTOS; BOEIRA, 2012; MAZZEO, 2013; MAZZEO, 2015; MARTINS; SOUZA; SOUZA,
2016).

Esse ensaio também foi eficiente na analise de extratos de plantas e infusdes, como
em Derris rariflora, apresentando alto indice de alteracbes mutagénicas (POLETTO et
al., 2011), Agaricus blazei, cujo efeito resultou em reducao significativa do indice mitotico
(SILVA; BOHM, 2012), e com Pinh&o-Roxo Jatropha gossypiifolia, causando toxicidade,
citogenotoxicidade e mutagenicidade (ALMEIDA, 2014).

Com relacéo ao uso desse teste para avaliacédo da toxicidade de aditivos alimentares
podem ser citados os estudos com os corantes amarelo-sol (E-110), vermelho bordeaux
(E-123), amarelo tartrazina (E-102) (GOMES et al. 2013), eritrosina (E-127), azul brilhante
(E-133) e vermelho 40 (E-129) (OLIVEIRA et al., 2013), em que ambos apresentaram
efeitos citotoxicos e mutagénicos. Para flavorizantes, uma outra categoria de aditivo, um
estudo de Marques et al. (2015), demonstraram efeito genotoxico e citotoxico de aromas
de morango, leite condensado e chocolate através do mesmo sistema teste.

Além do teste A. cepa, outros organismos sdo utilizados como biomarcadores em
ensaios para avaliar aspectos relacionados ao potencial toxico, mutagénico e citotdxico de
diversos produtos.

Capitulo 2




2.8 Sistema teste Artemia Salina L

Outro ensaio biolégico que pode ser aplicado para a avaliagdo da toxidade de
compostos é o teste com A. salina (GRAMMOU et al., 2011), que pode ser utilizado de
maneira isalada ou combinado com outros bioensaios em estudos mais amplos para
avaliacdo de toxicidade (RAJABI et al., 2015).

A. salina trata-se de um microcrustaceo (zooplancton) que é usado para alimentar
peixes larvais por aquicultores e foi reconhecido como um modelo biolégico adequado
em ecotoxicologia (KUMAR et al., 2017; PEREZ; GILLING, 2010) e nanoecotoxicologia
(LIBRALATO, 2014). Detalhes quanto a morfologia do microcrustadceo em diferentes fases
(cisto, nauplio, adulto) durante seu ciclo de vida podem ser observados na Figura 2

FIGURA 2. Morfologia do minicrustaceo A. salina Leach nos diferentes estagios do ciclo de vida.
A-Detalhes dos cistos. B e C - nauplios da A. salina. D - Animal adulto. Fonte: SEYFRIED, 2017

Esse bioensaio é considerado um método simples, barato e eficiente para a
determinacdo de toxicidade aguda de extratos e substancias (SANTOS; DAVID; DAVID,
2017), a aquisicao desse material biol6gico por meio de cistos dormentes que podem
ser armazenados por um longo periodo de tempo sem perder a viabilidade, € uma das
principais vantagens na utilizacdo desse organismo em testes de toxicidade (SILVA et al.,
2015a).

O bioensaio utiliza a CL50 (concentracao letal 50%) como parémetro para avaliagao
da atividade bioldgica, sendo essa uma forma de prever a toxicidade oral de compostos
bioativos, assim como pode indicar provaveis indug¢ao para atividade biolégica, inseticida,
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tumoral e cancerigena (ROSA et al., 2016)

Sobre a utilizagdo desse teste em estudos relacionados a aditivos alimentares,
Vakili-saatloo et al. (2015) utilizaram as larvas de A. salina para avaliar a toxicidade dos
corantes azorrubina, amarelo sol e azul brilhante em combinagao com o aspartame, aditivo
alimentar utilizado para substituir o agicar comum. Nanoparticulas de TiO, (10-30nm)
também foram investigados utilizando esse organismo (ATES et al., 2013). Johnson et al.
(2017) analisaram as influéncias da morfologia dos cristais quanto as propriedades fisico-
quimicas e toxicologicas do didxido de titAnio em nanoescala pelo mesmo sistema teste.

Dessa maneira, trata-se de um bioensaio eficiente para avaliacdo de produtos
industrializados e como teste complementar em estudos amplos, sendo uma alternativa
interessante em detrimento de outras metodologias mais caras.
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CAPITULO 3

MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao dos corantes e determinacao das concentracées para avaliacao de

toxicidade em Allium cepa

Os corantes alimentares foram adquiridos de uma industria de fabricacdo de
aditivos alimentares localizada na cidade de Séao Paulo (SP), Brasil, especializada na
comercializacédo desses produtos.

Porém, antes da aquisicdo foi realizada uma busca detalhada sobre as formas de
uso dos produtos. Principalmente para o corante caramelo IV e carmim, pois nenhuma
das empresas pesquisadas dispunham de uma quantidade especifica para uso no rétulo.
Quando questionados, todos os fabricantes indicaram o uso pela conveniéncia em relacao
a cor desejada.

Portanto, para a definicdo das concentracbes em A. cepa, realizou-se testes
preliminares com o intuito de se chegar em uma concentracdo maxima tolerada pelo
organismo teste, sendo 40 mL/1000 mL (corante/dgua destilada) para o caramelo IV e
10 mL/0,625 mL (corante/agua destilada) para o carmim. Outras quatro concentra¢des
foram estabelecidas com base nessas maximas, sendo 30; 20; 10 e 1 mL/1000 mL para
o caramelo IV e 10 mL/ 10; 5; 2,5 e 1,25 mL para o carmim. As concentragdes para o
diéxido de titdnio foram baseadas nas instru¢cdes do rotulo, assim foi estabelecida uma
concentracdo maxima de 400 g/1000 mL (corante/agua destilada) e a partir dessa se
estabeleceu outras quatro, que foram 300, 200, 100, 50 e 25 g/1000 mL.

3.2 Teste Allium cepa L.

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Pesquisa 1 do Campus Senador
Helvidio Nunes de Barros, da Universidade Federal do Piaui, localizado na cidade de Picos-
Pl no periodo de Margco a Setembro de 2017. Parte da da analise das laminas aconteceu
no Laboratério de Recursos Genéticos Vegetais localizado no campus Ministro Petrénio
Portela, localizado na cidade de Teresina-PI.

Os produtos foram testados em cinco concentracdes, onde foram preparadas trés
laminas para cada tempo de exposicao T1 (0h) T2 (24h) e T3 (48h).

Para a realizacdo deste estudo foram adquiridas cebolas (A. cepa) comercialmente
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e estas foram colocadas para enrraizar em frascos com agua destilada a temperatura
ambiente (25 °C) até se obter raizes com aproximadamente 1,5 cm de comprimento. Antes
dos tratamentos, foram retiradas algumas raizes para servir de controle do préprio bulbo
(Oh). Por conseguinte, as demais foram expostas nas solugdes preparadas até o périodo
de 24 h. Passado esse periodo, algumas raizes de cada bulbo foram novamente retiradas,
lavadas e fixadas em Canoy 3:1 (etanol: acido acético) e em seguida os bulbos novamente
foram expostos por mais 24 horas nos tratamentos (48 horas). Apds esse periodo, o restante
das raizes foram retiradas e fixadas sob as mesmas condi¢des a -4 °C por 24 horas

Para o preparo das laminas os meristemas radiculares das amostras foram lavados
em agua destilada com auxilio de uma pipeta e placa de Petri onde foram feitas trés trocas
de dgua. Em seguida, as radiculas fora secas em papel absorvente e hidrolisadas em HCI
1N a 60°C durante 10 minutos. Apés isso, as raizes foram novamente lavadas com agua
destilada.

A montagem das lamininas foi feita segundo a técnica de Guerra e Sousa (2002), onde
as radiculas foram colocadas sobre uma lamina e com o auxilio de uma lupa e seringas, a
coifa de pelo menos trés raizes de cada bulbo foi seccionada, sendo descartado o material
restante. Foi acrescentada uma gota do corante orceina a 2% e colocada uma laminula
sobre o material e através de um bastao de vidro iniciou-se 0 esmagamento, retirando-se o
excesso do corante com papel filtro. Apds esse processo, as laminulas foram seladas com
esmalte incolor.

As laminas foram analisadas em microscopio 6ptico em objetiva de 40x. Para cada
bulbo analisou-se 1.000 células, totalizando assim 3.000 para cada grupo controle (Oh), e
grupo tempo de exposicao de 24 e 48h. A citotoxicidade foi determinada pelo célculo do
indice mitético (IM), e a genotoxicidade pelo indice de alteragcdes cromossémicas (IAC).

O potencial citotdxico foi determinado pelo indice mitético (IM), na eq. ((1)):

Total de células em divisao
(1) IM = X 100

Total de células observadas

O potencial genotoxico foi determinado pelo indice de alteragdes cromossémicas
(IAC), na eq. ((2)):

(2} Total de células alteradas

TAC = X 100

Total de células observadas

Dessa maneira, o pardmetro para determinacéo de citogenotoxicidade baseou-se em
valores que diferiram significativamente do controle.
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3.3 Determinacao das concentracoes para avaliacao de toxidade em Artemia salina

Para A. salinauma série de diluicdes foram preparadas utilizando os mesmos critérios
em A. cepa, a partir de uma andlise prévia de toxidade onde buscou-se estabelecer
diluicoes onde foram observadas todas as larvas mortas (maximas) e todas as larvas vivas
(minimas). As concentragdes utilizadas podem ser vistas no Quadro 3.

Dioxido de titanio Carmim Caramelo
125.000 125.000 7.812,50
62.500 62.500 3.906,25
31.250 31.250 1.963,13
15.625 15.625 976,56

7.812,50 7.812,50 488,28
Dilui¢oes (ppm) 3.906,25 3.906,25 244,14
1.963,13 1.963,13 122,07
976,56 976,56 61,04
488,28 488,28
244,14 244,14
122,07 122,07

QUADRQO 3. Dilui¢des dos corantes utilizadas no bioensaio com Atemia salina.

Fonte: Do autor

3.4 Teste Artemia salina L.

A metodologia utilizada neste bioensaio seguiu o protocolo descrito por Meyer et
al. (1982) com modificacbes em que os cistos de A. salina foram colocados para eclodir
em um aquario com agua do mar sob condi¢cdes de aeracdo e temperatura controlada
(20-30 °C) a fim de promover a liberacado dos nauplios até o periodo de 48horas. Apos a
ecloséo, os nauplios foram atraidos por fonte de luz e pipetados para uma placa de petri
onde foi feita a contagem de dez larvas transferindo-as para os tubos de ensaios com as
concentracdes (quadro 3) em triplicata.

Assim, foram feitas diluicbes de forma seriada (3 ml da solugéo testada) e transferidos
os nauplios, os fracos foram dispostos em fileiras em uma bandeja (cada fileira com as trés
repeticdes para cada diluicdo). Os mesmos cuidados durante o periodo de eclosédo foram
tomados, como controle de luminosidade, temperatura e protec&o contra insetos e poeira.
O controle negativo foi feito com solug&o salina.

Nos tempos de 24 h e 48 h foram realizadas leituras com o auxilio de uma lupa
controlando-se as condi¢des de luminosidade, foco e colocando fundo escuro para promover
o contraste e facilitar a leitura. Essa etapa considerou as seguintes variaveis para a analise
das A.s: Vivas com duas asas/ vivas com 0 asas/ vivas com uma asa/ mortas com 2 asas/
mortas com 1 asa/ mortas com 0 asas. Essa leitura foi realizada de forma minuciosa e
levou em consideragdo aspectos relacionados a mobilidade do microcrustaceo durante
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aproximadamente uns 10 segundos de observagao agitando-se levemente a solugéo a fim
de confirmar o resultado observado.

3.5 Analises estatisticas

Apoés a obtencéo dos resultados foi realizada a analise estatistica de citotoxicidade
e genotoxicidade em A. cepa através do software R considerando o nivel de significancia
de 5% utilizando o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis com teste de Dunn a posteriori.
Para A. salina, a avaliacédo da toxidade foi realizada pelo método de regresséo linear com
p<0,05.
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CAPITULO 4

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base nos resultados apresentados na Tabela 01, verifica-se que os indices
mitdticos obtidos para os tecidos meristematicos de raizes de A. cepa expostos as
concentracdes do corante didxido de titanio, em 24 e 48 horas de exposicédo, causaram
reducéo significativa da divisdo celular quando confrontados aos valores de indices
mitéticos observados para os seus respectivos controles. No entanto, o indice de divisao
celular dos tempos de analises 24 e 48 horas das concentracdes 25; 50 e 100 g/1000 mL
nao diferiram significativamente entre si.

TE/IM(%)
Corante TR Oh 24 h 48 h (4 )i\/l:\g? M)
25 57,02 11,7° 13,7° 7,68¢
50 70,92 14,7° 19,2° 7,68 ¢
Dioxido de titanio 100 68,7 @ 52,7 ° 37,7° 7,68 ¢
200 68,7 2 42,7° 16,9 ¢ 7,68 ¢
400 57,52 32,6° 17,3¢ 7,68¢
10 19,82 2,6° 2,3° 7,68 ¢
5 51,32 2,3° 2,4° 7,68 ¢
Carmim 2,5 62,32 3,5° 1,3° 7,68 ¢
1,25 76,3 @ 5,4° 1,0° 7,68 ¢
0,625 68,9 @ 7,1° 2,1° 7,68 ¢
1 70,92 10,3° 8,8° 7,68¢
10 27,33 13,0° 9,4° 7,68 ¢
Caramelo 20 86,0 ° 52° 3,9° 7,68¢
30 72,62 10,7 ° 8,1° 7,68 ¢
40 87,42 48" 2,7° 7,68¢

TE: tempo de exposicao; IM: indice mitético; TR: tratamento; h: hora. MMS: metil metano sulfonato.
Teste de Kruskal-Wallis com teste de Dunn a posteriori (p < 0,05; letras diferentes referem-se a médias
significativamente diferentes em relagéo aos tempos de exposicéo (0, 24 e 48 horas). O parametro
comparativo refere-se aos corantes individualmente dentro de uma mesma concentragédo nos diferentes
tempos de exposicéo.

Tabela 1 — indices mitéticos observados em tecidos meristematicos de raizes de A. cepa expostos,
nos tempos de exposicéo 0, 24 e 48 horas, a diferentes concentragcdes dos corantes didxido de titanio,
carmim e caramelo.

Porém, nas maiores concentragdes (200 e 400 g/1000 mL) o declinio desse indice €
significativo quanto confrontados aos valores do controle negativo e em comparacéo ao
tempo de analise de 24 horas. Tal resultado se deu em raz&o das células estacionarem na

Capitulo 4




etapa anterior a fase M do ciclo celular, o que causou uma reducéo no indice de divisdo
pela interferéncia do corante.

Conforme citado por Herrero etal. (2012), indices mitdticos significativamente inferiores
aos indices dos controles - como os observados no presente estudo para os corantes de
diéxido de titénio, carmim e caramelo - indicam a presenca de agentes cuja acao toxica
compromete o crescimento e o desenvolvimento dos organismos expostos. Ademais,
esses autores citam que a inibicao da proliferacéo celular desencadeada por compostos
citotoxicos em tecidos de intensa proliferacéo celular e com desempenho normal, como
os utilizados nesta pesquisa, é bastante prejudicial ao organismo por inibir ou limitar a
reposicao de células, alterar a producao de proteinas e resultar no mal funcionamento
do 6rgéo onde esta localizada. Tais prejuizos, segundo Valavanidis et al. (2013) e Zilifdar
et al. (2014), podem comprometer significativamente a divisdao celular do tecido ou 6rgao
afetados.

Para Peron, Canesin e Cardoso (2009), quaisquer modificagdes no indice de divisdo
celular e/ou na estrutura do DNA sao prejudiciais as células, pois podem prejudicar
processos vitais, tais como a duplicacédo do DNA e a transcricéo génica que podem resultar
€em processos cancerosos ou mesmo morte celular.

Resultados similares ao desta pesquisa foram encontrados na literatura com o0 uso
de outros organismos e culturas celulares. Por exemplo, o didxido de titanio foi estudado
em camundongos (HONG et al., 2017a) e microalgas (MILLER et al., 2012; JI; LONG; LIN,
2011) apresentando efeitos toxicos.

O TiO, em nanoescala tem sido reportado pela capacidade de induzir a produgéo
de espécies reativas de oxigénio (ROS) e causar estresse metabolico em ambientes
intracelulares, além de apresentar potencial risco carcinogénico (HORIE et al.,, 2010;
HUANG et al., 2009; HUSSAIN et al.,, 2010; RAMKUMAR et al., 2012; ZHAO et al.,
2009; ZUCKER et al., 2010). Com relagcéo ao estresse metabdlico causado em células
pela presenca dessas ROS, a danificacdo de membranas celulares € um dos principais
problemas associados, uma vez que facilita a entrada de TiO2 no pulmdo, onde tem
demonstrado causar inflamacao crénica e asma (OSMAN; JACOB; ANDERSON, 2011;
ROSSI et al., 2010).

Em um estudo recente para analisar as respostas do E171 em fibroblasto de pulmé&o
humano, linhagem WI-38, utilizando o ensaio de viabilidade celular (MTT), morfologia
celular, ensaio de potencial de membrana mitocondrial, medicdo de ROS e analise do
ciclo celular, observou-se que as nanoparticulas presentes no corante causaram a
geracao de ROS e manifestacbes subsequentes que implicam em uma variedade de
doencas complexas, como respiratorias e/ou disturbios inflamatérios (asma), disturbios
neurolégicos, envelhecimento e cancer. Com esse trabalho concluiu-se que o diéxido
de titanio de grau alimenticio apresenta riscos potenciais para a saude daqueles que o
consomem (PERIASAMY et al., 2015)

Apesar dos resultados dessas pesquisas apontarem potencial efeito toxico deste
componente, a legislacdo atual em matéria de seguranca alimentar para o E171 néao
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especifica adequadamente a dimensao do tamanho de particula TiO2, forma, area de
superficie, apesar do crescente debate sobre o impacto dessas particulas em nanoescala
sobre a saude humana e animal (HACKENBERG et al., 2010; TEOW et al., 2011; YU; LI,
2011).

Em relacéo aditivo carmim e caramelo, as cinco concentragdes avaliadas destes
corantes no presente estudo (Tabela 1), também induziram significativa inibicdo da
divisdo célular logo nas 24 horas de exposicéao, condicdo que se manteve para todas as
concentracdes no tempo de analise 48 horas. Com base nos resultados observados, os
corantes diéxido de titdnio, carmim e caramelo foram amplamente citotoxicos as células
meristematicas de A. cepa.

Diferentemente, os trés aditivos, nas condicdes de analises estabelecidas, nao
induziram neste sistema teste a formacao de alteracdes celulares em numero significativo,
mostrando-se ndo genotoxicos (Tabela 2).

TE/IAC(%)
Corante TR Oh 24 h 48 h (@ XM1I\(;I§1 M)
25 0,002 0,132 0,662 2,95¢
50 0,002 1,262 1,562 2,95¢
Dioxido de titanio 100 0,002 0,632 0,862 2,95¢
200 0,002 0,662 0,632 2,95¢
400 0,002 1,52 12 2,954
10 0,032 0,152 0,032 2,95¢
5 0,002 0,22 0,172 2,95¢
Carmim 2,5 0,022 0,062 0,322 2,95¢
1,25 0,002 0,002 0,282 2,95¢
0,625 0,002 0,32 0,082 2,95¢
1 0,002 0,232 0,72 2,95¢
10 0,00? 0,002 0,862 2,954
Caramelo 20 0,002 0,32 0,282 2,954
30 0,002 0,362 0,632 2,95¢
40 0,002 0,262 0,62 2,95¢

TE: tempo de exposicdo; IAC: indice de alteragcdes cromossdmicas; TR: tratamento; h: hora. MMS: metil metano
sulfonato. Teste de Kruskal-Wallis com teste de Dunn a posteriori (p < 0,05; letras diferentes referem-se a médias
significativamente diferentes em relagéo ao controle). O parametro comparativo refere-se aos corantes individualmente
dentro de uma mesma concentragéo nos diferentes tempos de exposicao.

Tabela 2 — indices de alteragcdes cromossémicas observadas em tecidos meristematicos de raizes de
A. cepa expostos, nos tempos de exposicéo 0, 24 e 48 horas, a diferentes concentragdes dos corantes
Dioxido de titanio, carmim e caramelo.

Dessa maneira, esses resultados se relacionam com o resultado de citotoxicidade
apresentado na tabela 1, pois a medida em que a taxa de divisdo é reduzida,
consequentemente menos células entrardo em divisdo e menos alteracdes celulares serdo
percebidas. Sales et al. (2016) ressaltam que a inibicdo da divisdo em tecidos normais
pode ocorrer pela acdo de agentes que afetam a integridade do fuso nuclear durante a
mitose promovendo significativo desarranjo cromossémico. Ao considerar que o principio
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do ciclo celular é a formacdo de células idénticas, a produ¢cdo de novas células com
alteracéo significativa na estrutura e/ou no numero cromossémico tornam o funcionamento
celular inviavel e tendem a ser eliminadas de tecidos com desempenho normal, o que pode
acarretar efeito antiproliferativo significativo.

Esses resultados sdo importantes principalmente em relacdo ao corante carmim,
tendo em vista que nao foram encontrados registros de estudos com ensaios toxicologicos.
Sendo assim, as discussdes voltadas para os efeitos toxicos desses produtos tém sido
associadas por ser a causa de reacOes alérgicas em pessoas sensiveis (GULTEKIN;
DOGUC, 2013; COX et al., 2012).

Entre essas reacOes, a literatura apresenta principalmente: asma ocupacional
(LIZASO et al., 2000; FERRER et al., 2005; BEAUDOUIN et al., 1995), rinoconjuntivite
(ACERO et al. 1998; FERRER et al., 2005), urticaria (KOTOBUKI et al., 2007; ZENAIDI et
al., 2005), asma (GREENHAWT; BALDWIN, 2008), anafilaxia (GREENHAWT; BALDWIN,
2008; YAMAKAWA et al., 2009; WUTHRICH; KAGI; STUCKER, 1997; GREENHAWT;
MCMORRIS; BALDWIN, 2009; CHUNG et al., 2001) e dermatite de contato (SHAW, 2009)
como 0s sintomas mais comuns.

Assim, torna-se evidente a importancia desta pesquisa visto que os resultados obtidos
em A. cepa sao excelentes parametros de analise citotdéxica e que as observagdes das
alteragdes no ciclo celular dessa espécie tém sido Uteis como indicador para alertar as
pessoas sobre o consumo de certos alimentos (LERDA et al., 2010).

Diferente do carmim, o corante caramelo IV tem sido avaliado sob diferentes bioensaios
sendo evidenciado os efeitos tdxicos do 4-MEI frente a células tronco mesenquimais (BU
et al., 2015) e em camundongos (NORIZADEH; TOPAKTAS; YILMAZ, 2016; NORIZADEH
et al., 2016).

O 4-MEI ha muito tempo é conhecido como toxico para animais (NISHIE; WAISS;
KEYL, 1969; 1970), porém na ultima década o Programa Nacional de Toxicologia (NTP)
testou essas subtancias quanto a carcinogénese e outros efeitos cronico através da
alimentacgao de ratos e camundongos.

Em um desses estudos, conduzido com camundongos fémeas e machos durante 106
semanas, o NTP em 2007 concluiu que houve evidéncia clara de atividade carcinogénica
do 4-MEIl em ambos os grupos testados levando em conta 0 aumento de neoplasias
alveolares e bronquiolares (NTP, 2007). Na alimentacao de ratas, concluiu-se que houve
incidéncia de células mononucleadas na dosagem de 5000ppm e que houve aumentos
significativos de inflamacgé&o crénica no pulméo, cardiomiopatia, atrofia focal do péancreas
e aparecimento de nédulos na tirebide dentre outros agravantes, como hiperatividade, no
entanto nenhuma evidéncia de atividade carcinogénica em ratos machos foi observada.
(CHAN et al., 2008)

Em uma pesquisa relacionada a citotoxicidade do 4-MEI, através de injecao
intraperitoneal, observou-se reducao significativa do IM nas concentracdes 160mg/kg apos
12 horas e em todas as outras concentracbes menores em 24 horas utilizando células da
medula éssea em camundongos Swiss albino (NORIZADEH; TOPAKTAS; YILMAZ, 2016).
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Assim, esses resultados, somados aos desta pesquisa sdo importantes no sentido de
alertar sobre a interferéncia desse corante no metabolismo celular visto que a longo prazo
pode interferir potencialmente na morte celular pela expressiva reducéao do indice mitético,
tal como apontado nesta pesquisa, causando sérios prejuizos aos organismos expostos.
Sobre as analises citotdxicas nos resultados deste trabalho, ressalta-se ainda que a
observacéo do ciclo celular em A. cepa, ainda que tenham sido encontradas intérfases em
maior numero, o que resultou no baixo MI, as poucas divisées subsequentes mantiveram-
se na profase sendo encontrados menores numeros de células nas demais etapas do
ciclo celular, em pelo menos trés concentracbes de cada corante estudado (figura 3).
Segundo Liman et al. (2011) um aumento distinto da porcentagem de profase e diminuicao
simultanea de outras fases da mitose pode indicar bloqueio do ponto de checagem (CHFR)
no estagio entre profase/metafase. Esse CHFR é definido como um ponto de verificagédo
gue atrasa a entrada na metafase em resposta ao estresse mitético e ja foi constatado em
outros trabalhos com aditivos alimentares (TURKOGLU, 2007, 2008, 2009a, 2009b, 2015).

Dioxido de Titanio
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Caramelo
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FIGURA 3. Percentuais de cada fase de divisao celular em relagéo aos tempos de exposicao e
concentracoes avaliadas em A. cepa para os corantes didxido de titdnio, carmim e caramelo.

De maneira geral, sabe-se que perturbag¢des no ciclo celular e no material genético
podem causar consequéncias graves e até irreversiveis em organismos vivos. Dessa forma,
Ceyhan et al. (2013) enfatizam sobre o risco dos corantes alimentares associando seu uso
com disturbios comportamentais e de desenvolvimento e dificuldade de aprendizagem na
infancia. Honorato et al. (2013) ressaltam que embora o uso dessa classe de aditivo seja
permitido pelo Ministério da saude, torna-se necessario que sejam feitos mais ensaios para
se determinar os efeitos nocivos desses compostos, principalmente no caso dos corantes,
que foram apontados como sendo uma das substancias quimicas que mais causam danos
no DNA.

Neste estudo, os corantes didxido de titanio, carmim e caramelo também foram
avaliados quanto a toxidade em nauplios de A. salina. Com base nos graficos apresentados
na Figura 4, verifica-se que os aditivos, desde as menores concentracdes testadas e nas
primeiras 24 horas, causaram a mortalidade dos microcrustaceos, elevando essa taxa
conforme o tempo de exposicao.
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FIGURA 4. Toxicidade dos corantes di6xido de titanio (A e B), carmim (C e D), e caramelo (E e F) frente
ao bioensaio A. salinaem 24 e 48 horas de exposicao.

Esse efeito téxico também foi intensificado conforme a concentracdo do corante,
sendo mais efetivo nas concentracdes maiores atingindo a taxa de 100% de mortalidade.
Assim, ainda que neste bioensaio as concentragdes utilizadas sejam menores quando
comparadas aquelas aplicadas em A. cepa neste mesmo estudo, estes aditivos
demonstraram grande potencial toxico frente ao bioensaio em questéo, corroborando com
os resultados observados neste trabalho para o teste A. cepa.

Sobre os estudos de toxicidade para os corantes utilizados neste estudo frente a
A. salina, somente o didxido de titanio teve seus efeitos investigados. Ates et al. (2013)
demonstraram que as nano-TiO, mostraram actmulos significativos no intestino de nauplios
e causou mortalidade devido a incapacidade de excre¢cdo dessa substancia. Em outro
trabalho com o mesmo organismo teste, por meio da incorporagao de nano-TiO, na dieta e
da exposicao de nauplios em agua contendo o produto, foi constatada a sensibilidade desse
organismo ao agente quimico uma vez que causou alteracdes morfolégicas deletérias no
microcrustaceo (BHUVANESHWARI, 2018). Para os corantes carmim e caramelo, nao
foram encontrados registros.

No entanto diversos ensaios de toxicidade tém sido realizados testando diferentes
substancias em A. salina (FOGUEL, 2010). Para Amarante et al. (2011), esse bioensaio
trata-se de um ensaio biolégico considerado como uma das ferramentas mais utilizadas
para a avaliagao preliminar de compostos sintéticos e produtos naturais. Dessa maneira,
apesar de nao terem sido encontrados estudos anteriores com 0s corantes carmim e
caramelo com este bioensaio, os resultados observados com o uso de outras metodologias
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de estudo sobre os efeitos toxicos desses aditivos, como as que ja foram comentadas
anteriormente, aliados aos resultados desta pesquisa, servem como um alerta quanto ao
efeito téxico dessas substancias para humanos e animais.

Essa preocupacao ainda é maior quando se constata que a Legislagao Brasileira, no
tocante ao consumo de alimentos ultraprocessados com adi¢cao de corantes no Brasil, €
muito mais permissiva que em muitos outros paises, tais como a Noruega, Estados Unidos
e Austria (IDEC, 2012)

Em um estudo de S4 et al. (2016) constataram que a diminuicdo de aditivos na dieta,
especialmente daqueles contendo corantes, poderia reduzir sintomas de transtornos de
comportamento em criancas, por exemplo, mas que infelizmente ndo ha politicas sobre
a relacao da alimentacdo com alguns problemas de saude e que a falta de estudos para
embasar tais politicas € um fator contribuinte.

Assim, os resultados obtidos nesta pesquisa incluidos aos disponiveis na literatura
sobre a toxicidade em nivel celular destes trés aditivos servem como norteadores aos
profissionais da area da saude e aos comités responsaveis pelo estabelecimento das IDA
para humanos e animais, como por exemplo, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) e o Ministério da agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para delimitacao
de quantidades ideais de utilizacdo destes aditivos alimentares, bem como estimular a
realizacdo de novas pesquisas sobre a avaliagdo de toxicidade em nivel celular do diéxido
de titdnio, carmim e caramelo.

Ademais, os efeitos sobre o0 consumo de aditivos corantes ndo podem mais ser
ignorados e o presente estudo pode contribuir para a elaboracao de estratégias de vigilancia
alimentar, pois a qualidade do produto final, envolvendo caracteristicas e quantidade de
todos os ingredientes, sejam eles naturais ou artificiais, utilizados na formulacao de um
alimento, é uma forma de garantir a seguranca dos produtos e da saude dos seres vivos.
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CAPITULO 5

CONCLUSOES

Assim, as analises realizadas neste trabalho confirmam o efeito toxico dos corantes didxido
de titanio, carmim e caramelo sobre os sistemas testes avaliados demonstrando a necessidade de
controle no uso desses aditivos pelas principais agéncias reguladoras responsaveis pelo indice
de Ingestao Diéria (IDA), como a Organizacao das Nagdes Unidas para Alimentacao e Agricultura
Nacbes/ Organizagdo Mundial da Saude (FAO/OMS), o Comité Internacional de Cientistas
Especialistas em Aditivos Alimentares da Organizacao das Nag¢des Unidas para a Alimentacao
e Agricultura (JECFA), a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) sobre o estabelecimento de limites toleraveis
apropriados no uso desses aditivos em alimentos. Porém, ressalta-se ainda a necessidade
de estudos adicionais com outros ensaios de toxicidade em animais, outros sistemas testes e
culturas celulares, visto que os registros encontrados de estudos voltados para a toxicologia dos
corantes abordados nesta pesquisa s&o escassos.
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