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RESUMO

Neste trabalho teve-se por objetivo avaliar, em células meristematicas de raizes de Allium
cepa, nos tempos de exposicdo de 24 e 48 horas, o potencial citotoxico e mutagénico de
aromatizantes alimentares sintéticos de Morango, Leite Condensado e Chocolate, de forma
individual, nas doses de 0,2; 0,4 e 0,6, e em associac¢do, onde para cada uma destas trés doses
associou-se a mesma dose de um dos outros dois aromatizantes. As raizes de A. cepa apds 0s
tratamentos foram fixadas em solucdo de Carnoy, hidrolisadas em acido cloridrico e coradas
com orceina acética a 2%. Em seguida, fez-se 0 esmagamento dos meristemas e montagem
das laminas. Analisou-se 5.000 células para cada grupo tratamento em microscopio 6ptico em
objetiva de 40X, e utilizou-se o teste estatistico Qui-quadrado a 5% para analise dos dados.
Na avaliagdo individual, o aromatizante de Morango nos dois tempos de exposi¢do estudados
e para as trés doses; o de Leite Condensado na dose de 0,6 ml nos dois tempo de exposi¢do; o
de Chocolate nas doses de 0,4 ml, no tempo de exposic¢do de 48 horas, bem como a de 0,6 ml,
nos dois tempos de exposicdo; e todos os tratamentos em associagdo reduziram de forma
estatisticamente significativa o indice de divisdo celular das células do sistema teste utilizado,
mostrando-se citotoxicos. Nenhum tratamento causou numero de aberracGes celulares
significativo as células de A. cepa, sendo os aromatizantes, nas condi¢des analisadas, nao

mutagénicos.

PALAVRAS-CHAVE: aditivo alimentar; toxicidade em nivel celular; células meristematicas

de raizes de Allium cepa.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate, in meristematic cells of Allium cepa roots, in exposure
times of 24 and 48 hours, the cytotoxic and mutagenic potential of strawberry flavorings,
condensed milk and chocolate, individually at doses of 0.2; 0.4 and 0.6 and in combination, in
which for each of these three doses was associated with the same dose of the one of the others
two flavorings. The obtained data were subjected to statistical analysis Chi-square (p <0.05).
In the individual evaluation, the strawberry's flavoring in the two exposure times and for the
three doses, the condensed milk in dose of 0.6 ml in the 48 hours, and the chocolate in doses
of 0.4 ml for 48 hours and 0.6 ml in the two exposure times, as well all treatments with the
associated doses reduced significantly the cell division rate of the system cells test used, being
cytotoxic. No treatment caused significant number of cellular aberrations in cells of A. cepa,

being the flavorings, under the conditions studied, not mutagenic.

KEYWORDS: food additive;; toxicity in cellular level; meristematic cells of Allium cepa

roots
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1 INTRODUCAO

Os aromatizantes sdo aditivos alimentares com propriedades aromaticas e/ou sapicas
capazes de conferir ou reforcar o aroma e o sabor dos alimentos sem o propdsito de nutrir.
Séo classificados como naturais, sintéticos idénticos ao natural, sintéticos artificiais, de reacédo
ou transformacdo e de fumaca (CONSTANT et al., 2007). Possuem composi¢do quimica
complexa, sendo constituidos por diluentes, antioxidantes, antiespumantes, conservantes,
emulsificantes, estabilizantes, reguladores de acidez, realcadores de sabor, antiumectantes,
antiaglutinantes, corantes, e solventes de extragdo e processamento, aprovados para uso em
ambito mundial pela European Food Safety Authority (EFSA), e nacionalmente pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2007; POTERA, 2012).

No entanto, em funcdo de sua constituicdo quimica, os aromatizantes em geral séo
considerados um avanco polémico da industria de alimentos por muitos especialistas da area
de salde que sugerem que estes compostos, juntamente com os corantes alimentares
sintéticos, contribuem de forma significativa para o empobrecimento da dieta e para
desencadeamento de patologias, como alergias e alteracbes no funcionamento do trato
digestério (CHEESEMAN, 2012).

Assim, pesquisadores como Tonetto et al. (2008) e Wrolstad; Culver (2012) relatam
que a utilizacdo de aromatizantes sintéticos gera uma série de davidas quanto a sua toxicidade
em nivel sistémico e celular, principalmente quando se trata dos aromatizantes alimentares
doces, e declaram ser urgente a realizacdo de pesquisas que avaliem o potencial toxico destes
aditivos, condicdo esta que corrobora ao apelo da prépria ANVISA (BRASIL, 2007), de ser
constante e prioritario o aperfeicoamento da seguranca sobre a utilizagcdo destes compostos na
constituicdo de alimentos, atentando-se sempre para as novas informacdes cientificas que
surjam sobre eles.

Os bioensaios com plantas tém sido considerados bastantes sensiveis e simples no
monitoramento dos efeitos citotoxicos de compostos quimicos (IGANCI et al., 2006) e a
Allium cepa L. (cebola), por meio da regido meristematica de suas raizes, tem sido indicada
como um eficiente organismo teste para a avaliacio de toxicidade em nivel celular (CARITA,;
MARIN-MORALES, 2008) em funcdo de suas propriedades cinéticas de proliferagdo e por
possuir cromossomos grandes e em numero reduzido (2n=16) o que facilita a detec¢cdo de
aberracdes celulares (MATSUMOTO et al., 2006; HERRERO ET al., 2012) e a verificacao de
alteracBes no indice de divisdo celular (indice mit6tico) em tecidos expostos a compostos
quimicos de interesse (TABREZ et al., 2011).
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Segundo Herrero et al. (2012) este sistema-teste € muito eficiente para o primeiro
screening de citotoxicidade e mutagenicidade de compostos quimicos ou para validagao desta
condicdo apoés a realizagcdo de pesquisas em outros bioensaios. Ainda, Arung et al. (2011)
relata que, em grande parte das vezes, este teste apresenta similaridade satisfatoria aos
resultados obtidos com outros bioensaios. Como exemplo pode-se citar os trabalhos
realizados por Gomes et al. (2013) e Oliveira et al. (2013) que avaliaram o potencial toxico de
corantes muito utilizados na inddstria de alimentos em células meristematicas de raizes de A.
cepa e obtiveram resultados semelhantes aos obtidos em sistemas testes animais e em culturas
de células.

Nesse contexto, este trabalho teve por objetivo avaliar, por meio das células
meristematicas de raizes de A. cepa e de forma individual e associada, a toxicidade em nivel
celular de aromatizantes alimentares sintéticos, idénticos aos naturais, de Morango, Leite
Condensado e Chocolate. Estes aromatizantes foram escolhidos para estudo em funcdo de
serem amplamente utilizados na industria alimenticia em alimentos doces industrializados,

alimentos estes muito apreciados pela populacéo, principalmente a infantil.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Aditivo alimentar é considerado pela legislacdo brasileira como a substancia ndo
nutritiva adicionada intencionalmente ao alimento, para melhorar sua aparéncia, aroma, sabor,
textura e conservacdo (CUNHA, 2008). Com isso as industrias de alimentos sdo as que mais
prosperam mundialmente, e as de doces possui uma posicao de destaque, aumentando, a cada
ano, o seu o faturamento e a competitividade, grande parte deste sucesso é devido aos aditivos
alimentares utilizados na confecgdo dos alimentos industrializados (MARMITT] et al., 2010).

Os aditivos alimentares, embora sejam muitas vezes imprescindiveis em certos
produtos, mostram-se como 0s principais responsaveis pelos danos a salde, sobretudo quando
ingeridos diariamente em grandes quantidades nos alimentos que os contém, ou quando 0s
alimentos em que estdo contidos apresentam quantidades superiores ao recomendado pelas
autoridades ligadas a alimentacdo e a saude (LIMA. 2011). Segundo Pol6nio e Peres (2009)
diversos estudos apontam reacdes adversas aos aditivos, quer seja aguda ou crénica, tais como
reacdes toxicas no metabolismo desencadeantes de alergias, de alteragdes no comportamento,
em geral e carcinogenicidade, esta Gltima observada a longo prazo.

Bessonov et al. (2011) e ganessan et al. (2011) ressalva que, os aditivos alimentares,
de maneira geral, antes de serem liberados para consumo, sdo avaliados individualmente
quanto a sua necessidade tecnoldgica e seguranca. Sua aprovacado e incorporacao a legislacédo
especifica de alimentos poderdo ocorrer com restricdo de uso, ou seja, serdo estabelecidos
limites maximos ou de tolerdncia (CHEESEMANN et al., 2012). Em ambito mundial, o
controle para a utilizacdo de aditivos alimentares baseia-se na Ingestdo Diaria Aceitavel
(IDA) que tem como base os resultados de pesquisas internacionais e as recomendagdes do
Codex Committee on Food Additives and Contaminants (CCFAC).

Segundo Salinas (2002) existem varias classes de aditivos, classificados de acordo
com sua funcdo, que sdo 0s conservantes (antioxidantes e antimicrobianos), acidulantes,
emulsificantes, estabilizantes, espessantes, umectantes, antiumectantes, corantes e
aromatizantes. O Quadro 01 apresenta cada classe de aditivo alimentar e suas respectivas

funcdes.

Quadro 01 — Classes de Aditivos Alimentares.

Classe de aditivo Funcéo

Antiespumante Previne ou reduz a formacéo de espumas.

Antiumectante/ antiaglutinante | S&o capazes de reduzir caracteristicas higroscopicas de
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alimentos e diminuir a tendéncia das particulas individuais a

aderir umas as outras

Antioxidante Retarda o aparecimento de alteracfes oxidativas do alimento.
Corante Confere, intensifica ou restaura a cor do alimento.

Impede ou retarda a alteracéo dos alimentos provocada por
Conservante ) ) ]

microrganismos e enzimas.
Edulcorante E diferente do aclcares que d&o sabor doce aos alimentos.
Espessante Aumenta a viscosidade dos alimentos.
Gelificante Da textura através da forma de gel.

N Manutencdo da dispersdo uniforme de duas ou mais substancias
Estabilizante o ]
imisciveis em um alimento.

] ] Substancias ou misturas com propriedades aromaticas, sapidas
Aromatizante/ Flavorizante )
ou ambas, capazes de dar ou reforcar o aroma dos alimentos.

Protege os alimentos de perda de umidade em ambiente de baixa

Umectante umidade relativa ou que facilitam a dissolu¢do de um p6 em
meio aquoso.
Regulador de Acidez Altera ou controla a acidez ou alcalinidade dos alimentos.

) . Tornam possivel a formacéo ou a manuten¢do de uma mistura
Emulsionante/ emulsificante ] ] o )
uniforme de duas ou mais fases imisciveis no alimento.

) Sdo substancias adicionadas a farinha, que melhoram sua
Melhoradores da Farinha ) .
qualidade tecnologica.

o S4ao substancias ou misturas de substancias que liberam gas e
Fermentos quimicos ]
desta maneira, aumenta o volume da massa.

Fonte: Salinas, 2002.

A ANVISA (2007) considera que h& a necessidade de constante aperfeicoamento das
acOes de controle sanitario na area de alimentos, tendo em vista a protecdo da saude da
populacdo, além da necessidade de seguranca de uso de aditivos alimentares na fabricagdo de
alimentos. Somando-se a isso, 0 uso dessas substancias deve ser limitado a alimentos
especificos, em condi¢des especificas e ao menor nivel para alcancar o efeito desejado, por
isso é necessario atualizar a regulamentacdo sobre o uso de aditivos, como por exemplo, a dos
aromatizantes em alimentos.

Lima (2011) relata que os aromatizantes alimentares sdo substancias que conferem ou
intensificam o aroma dos alimentos com finalidade de conferir ou intensificar o sabor, podem
ser subdivididos em esséncia natural, produto aromatico, sapido, volatil e oleoso, extraido de

vegetais, enquanto que o extrato vegetal aromatico € um produto aromatico e sapido obtido
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de plantas; e esséncia artificial, constituida por substancias artificiais aromaticas, contendo ou
ndo substancias extraidas de vegetais.

Em adicdo Luerce (2008) considera que, aroma natural € aquele em cuja elaboracgao
utilizou-se exclusivamente matéria prima aromatizante natural, quimicamente definida ou
também produto aromatizante natural, obtidos a partir de matérias vegetais ou de animais, seja
por extracdo (processos fisicos) ou por processos biotecnoldgicos (enzimaticos ou
microbiologicos). Segundo Tonetto et al. (2008) os aromas sintéticos Sdo compostos
quimicamente definidos obtidos por processos quimicos e compreende 0s aromatizantes
artificiais e aromatizantes idénticos a os naturais. Os aromatizantes idénticos ao natural sdo
substancias também quimicamente definidas obtidas por sinteses e aqueles isolados por
processos quimicos a partir da matéria-prima de origem animal, vegetal ou microbiana que
apresenta uma estrutura quimica idéntica nas referidas matérias primas.

No caso das esséncias artificiais ou dos aromatizantes sintéticos € de suma importancia
a insercdo no rétulo do produto a declaracdo "Aromatizado artificialmente”, porém nédo é
obrigatéria a informacdo sobre qual a substancia quimica utilizada. Neste caso, tomando
como exemplo um suco com sabor de abacaxi, no rétulo informara somente que é
"Aromatizado artificialmente”, sem especificar quais as substancias quimicas conferiram o
aroma e sabor do abacaxi ao suco (LIMA, 2011). Constituindo esta classe de aditivos esta
presente uma grande quantidade de substancias, uma vez que 0s aromas mostram-se muito
complexos onde alguns produtos apresentam mais de mil substdncias com o objetivo de
conferir apenas unico aroma caracteristico (CARVALHO et al., 2005)

Por sua formulacdo quimica complexa o0s aromatizantes sdo considerados um avango
polémico da industria de alimentos por muitos especialistas da area de satde que alegam que
estes juntamente com o0s corantes alimentares contribuem de forma significativa para o
empobrecimento da dieta e para o desencadeamento e potencializacdo de patologias,
principalmente em criangas, levantando uma serie de ddvidas quanto a sua toxicidade em
nivel sistémico e celular (SILVA; NEED, 2010; CHEESEMAN, 2012).

Determinadas substancias presentes nos alimentos podem ter efeitos mutagénicos e/ou
carcinogénicos ou podem favorecer o desenvolvimento de tumores enquanto outras podem
enfatizar ou anular estes efeitos (ANTUNES; ARAUJO, 2000). O efeito mutagénico é a
decorréncia de danos genéticos causados por agentes fisicos, quimicos e bioldgicos, induzido
por mutacGes nas células de um organismo. Ja o efeito antimutagénico, tem acdo inversa
impedindo a formacdo das mutagcdes causadas por um determinado agente mutagénico
(RIBEIRO et al., 2003)
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As mutacdes ocorrem em todos 0s seres vivos, sendo um processo fundamental para a
evolucdo e a diversidade das espécies. Muitas alteracdes genéticas sdo decorrentes da agéo
desses chamados agentes mutagénicos, que sdo capazes de alterar a sequéncia das bases do
DNA. Muitas mutacdes ndo insinuam em mudancas detectaveis na atividade metabdlica da
célula ou do organismo e, portanto, passam despercebidas. Outras podem determinar a morte
celular e, consequentemente, também ndo sdo detectaveis. Logo, apenas, um pequeno numero
de mutagdes, que acontecem em genes especificos, pode determinar vantagens para o
organismo ou levar a um crescimento desordenado das células, alteracdes estas que podem ser
transmitidas por diversas geracdes (RIBEIRO et al., 2003).

Pesquisa feita por Barros (2008) revela que, a toxicidade esta relacionada com a
deteccdo, composi¢cdo quimica e acdo bioldgica de substancias toxicas, a toxicidade de uma
substancia pode ser considerada como a capacidade de ser prejudicial, causando dano grave
ao organismo. Os efeitos toxicos, sO se manifestam em organismos se 0 agente toxico
alcancar locais especificos do organismo, em concentragcfes e tempo suficiente para produzir
algum tipo de efeito. A via de administracdo, duracdo e frequéncia de exposicdo, Sdo 0S
fatores mais importantes que influenciam a toxicidade ao organismo mesmo ele, sendo
encontrado no interior das células, ndo esta livre de sofrer constantes alteragdes e mutacoes
(RABELLO-GAY, 1991).

No entanto, apesar do elevado nimero de substancias potencialmente mutagénicas,
sabe-se muito pouco sobre o efeito delas no material genético. Mais de 25.000 substancias
com as quais o ser humano entra em contato diariamente, tais como os aditivos alimentares,
podem ser comprovada ou estdo sob suspeita quanto a possibilidade de exercerem um papel
mutagénico sobre os animais submetidos a experimentacéo cientifica. E, ainda, temos a ampla
aceitacdo de que os fatores denominados dietéticos encontram-se arraigados aos processos
envolventes na formacédo do cancer (BAYNES, 2000; LIMA, 1996; SHILS, 2003).

A presenca de substdncias com potencial mutagénico/carcinogénico nos alimentos
deve-se, em parte, ao desenvolvimento das técnicas modernas, que visam aumentar a
producdo, conservacdo, acondicionamento, e melhorar certas propriedades, como a cor e
sabor dos alimentos. Por isso, considerando 0os compostos quimicos colocados continuamente
a nossa disposicdo, recomenda-se que cada uma dessas substancias sempre seja submetida a
rigorosos testes quanto a sua capacidade carcinogénica e mutagénica (BAYNES, 2000;
SANSEVERINO, 2001).

O uso do bioindicador A. cepa (cebola) para testes de citotoxicidade foi validado por

muitos pesquisadores que realizaram de forma conjunta testes em animais in vivo, obtendo
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resultados similares (VICENTINI et al., 2001; TEIXEIRA et al., 2003), propiciando
informagdes valiosas para a saude humana. De acordo com Herrero et al. (2012) além de sua
alta sensibilidade e relacdo custo-beneficio, a utilizacdo desse teste com vegetal oferece
algumas vantagens adicionais, incluindo a possibilidade de medicdo de parametros
macroscopicos e microscopicos e uma boa correlacdo com resultados de sistemas de teste com
mamiferos.

Este sistema teste tém sido utilizados para estudos preliminares dos efeitos de extratos
vegetais, visando a deteccdo do potencial de genotoxicidade (TEIXEIRA et al., 2003;
FACHINETTO et al.,, 2007; FRESCURA, 2012), servindo como primeira triagem de
deteccdo. O bioensaio € considerado uma das abordagens mais eficientes e é rotineiramente
usado para determinar os efeitos toxicos de compostos quimicos no ambiente (LEME;
MARIN-MORALES, 2009).

A analise das alteragcBes cromossdmicas serve como um ensaio de mutagenicidade e é
um dos poucos métodos para medir os danos diretos em sistemas expostos a possiveis
mutagénicas ou agentes cancerigenos. Para permitir a avaliacdo dos efeitos ou danos que
podem causar agentes mutagénicos, € necessario que o sistema teste esteja em divisdo
mitotica constante, buscando identificar os efeitos toxicos e alteragdes que ocorrem ao longo
do um ciclo celular. O teste A. cepa tem sido amplamente utilizada para esta finalidade
(SILVA et al., 2003).

Segundo Kuras et al. (2006), este sistema teste é de facil preparacdo para analise, pois
contém células meristematicas em constante divisdo, tem cromossomos grandes e em nimero
baixo (16 cromossomos), além de ser facilmente corados e observados. Estudos realizados por
estes mesmos autores, com extrato aquoso da planta Uncaria tomentosa, um fitoterapico
usado em tratamentos alternativos de cénceres e outras doengas, mostraram que o0 sistema
teste A. cepa é indicado para avaliacdo de citotoxicidade de células expostas a quimicos. O
extrato causou, em A. cepa uma inibicdo da divisdo celular meristemética, confirmando as
propriedades antimitoticas ja descritas para o produto pelos sistemas teste animal e humano.

Estudos com corantes alimentares realizados por Oliveira et. al. (2013) e Gomes et. al.
(2013) demonstra que os resultados de teste de toxidade utilizando a espécie A. cepa
ressalvam a importancia deste sistema teste, pois 0 mesmo apresenta resultados semelhantes
aos obtidos em outros ensaios, com isso mostra que sdo excelentes parametros de analise
citotoxica, comprovando a importancia desse sistema teste para analise citotdxica de

aromatizantes artificiais.
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3 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Citogenética Vegetal e Animal
(NUPBSAM) do Campus Senador Helvidio Nunes de Barros da Universidade Federal do

Piaui, Municipio de Picos, Estado do Piaui, no periodo de setembro a dezembro de 2014.

3.1 Obtencédo dos aromatizantes alimentares

Os aromatizantes alimentares sintéticos doces e liquidos, idénticos aos naturais, de
sabores Morango, Leite Condensado e Chocolate (figura 01) foram obtidos de uma
revendedora localizada na regido nordeste do Brasil, especializada na comercializacao

nacional e internacional de aditivos alimentares sintéticos.

Figura 01 — Aromatizantes utilizados.

Fonte: producéo do proprio autor

3.2 Definigo das doses a serem utilizadas

No rotulo dos aromatizantes estudados sugeria-se a utilizacdo de 1,0 ml de
aromatizante para 1,0 Kg de massa. Os bulbos de cebolas utilizados tinham, em média, 200g.
Assim, a menor dose estabelecida foi de 0,2, e as outras duas de 0,4 e 0,6 ml. Estas doses

foram analisadas individualmente e em associagao entre si.
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Realizou-se a avaliacdo associada em funcdo dos aromatizantes de Morango, Leite
Condensado e Chocolate serem muito utilizados em associacdo na preparacdo de alimentos
doces industrializados, como bolachas, cookies, pudins, sorvetes e tortas geladas. Esta
avaliacdo foi realizada da seguinte forma: a dose de 0,2 ou 0,4 ou 0,6 ml de um dos
aromatizantes associada a mesma dose de um dos outros dois aromatizantes em estudo.

E importante esclarecer que para avaliagdo do potencial citotoxico e mutagénico
destes aditivos nenhuma diluicdo foi realizada para a definicdo das doses, ou seja, teve-se 0
intuito de verificar a toxicidade dos aromatizantes nos meristemas de raizes de A. cepa direto
na solucdo presente nos frascos dos produtos. Optou-se por fazer desta forma em funcéo do
receio, ja que os aromatizantes alimentares possuem uma formulacdo quimica complexa, de
que a concentracdo dos compostos presentes nos aromatizantes fosse alterada.

Tambeém ¢é importante relatar, conforme declara a EFSA, que a formulacdo de
qualquer aromatizante alimentar sintético é padronizada mundialmente. No entanto, este
orgdo regulamentador, assim como a ANVISA, ndo explicita em documento e nem exige dos
fabricantes de alimentos que discriminem no rétulo dos alimentos industrializados quais séo

0S compostos e suas respectivas concentracdes na formulacdo destes aditivos.

3.3 Obtencéo das celulas meristematicas de raizes de A. cepa para a analise citogenética.

Os bulbos de cebola foram colocados em frascos com agua destilada (figura. 02), a
temperatura ambiente (£ 25°C) e aerada, até a obtencdo de raizes com cerca de 2,0 cm de
comprimento. Para andlise de cada dose (tratamento) estabeleceu-se um grupo experimental
com cinco bulbos de cebola. Antes de se colocar as raizes em contato com as suas respectivas
doses, algumas raizes foram coletadas e fixadas para servirem de controle do préprio bulbo.
Em seguida, as raizes restantes foram colocadas em suas respectivas solucdes, por 24 horas,
procedimento este denominado de tempo de exposic¢do de 24 horas.

Apos este tempo foram retiradas algumas raizes e fixadas. Feito este procedimento, as
raizes restantes de cada bulbo foram devolvidas as suas respectivas solugdes onde
permaneceram por mais 24 horas, o que se denominou de tempo de exposi¢do de 48 horas.
Apos este periodo, raizes novamente foram coletadas e fixadas. Os tempos de exposi¢ao de 24
e 48 horas foram escolhidos com o intuito de se avaliar a acdo destas doses em mais de um
ciclo celular.

No Recipiente de cada bulbo em estudo foram colocados a quantidade de 1,0 ou 2,0

ml do aromatizante a ser testado, tendo-se o cuidado de verificar se todas as raizes estavam
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em contato adequado com a solucdo em estudo. A fixacdo das raizes se deu em Carnoy 3:1
(etanol: &cido acetico), a temperatura ambiente, por 24 horas. Para cada coleta de raiz, retirou-

se, em média, trés raizes por bulbo.

Figura 02 — Bulbos de allium cepa L. em frascos com agua destilada.

Fonte: producéo do proprio autor

3.4 Preparo e leitura das laminas, e analise estatistica.

As laminas, em média 03 por bulbo, foram feitas seguindo o protocolo proposto por
Guerra & Souza (2002). Cada lamina foi corada com duas gotas de orceina acética a 2% e
analisada em microscopio Optico em objetiva de 40X. Para cada bulbo analisou-se 1.000
células, totalizando 5.000 células para cada controle e doses individuais ou associadas.

Foram observadas células em interfase, profase, metafase, anafase e teldfase (figura.
03). Foi calculado o nimero de células em intérfase e em divisdo de cada controle e tempo de
exposicdo e determinado o indice mitético, da seguinte forma: (nimero de células em divisdo
presente em cada tratamento/numero total de células analisadas para cada dose individual ou
doses associadas) x 100.

Avaliou-se também a acdo das doses por meio do namero de células micronucleadas,
de metafases colchicinicas, pontes anafasicas e telofasicas, amplificacGes génicas, células com
aderéncias, anafases multipolares (figura 04) e brotos nucleares. A analise dos resultados
obtidos foi realizada pelo teste do Qui-quadrado (x?) (programa Prisma versdo 5.0, GraphPad
(Software).
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Figura 03 — Principais fases da divisdo mitotica.

a. Célula em interfase. b. célula em metafase. c. célula em profase. d. célula em anéfase. e. célula em tel6fase.
Fonte: producéo do proprio autor

Figura 04 — Principais alteragdes encontradas nos tratamentos feitos com os aromatizantes.

a. Célula micronucleada. b. Metafase com aderéncia cromossémica . c. Ponte anadfasica . d. Metéafase
colchicinica. e. ponte telofasica. f. tel6fase com amplificacdo genica. g. anafases multipolares Fonte: producdo
do préprio autor.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 01, é apresentado o nimero de células em interfase e em diferentes fases da
divisdo celular, e os valores de indice mitoticos obtidos a partir de células de tecido
meristematico de raizes de A. cepa tratadas com agua e com aromatizantes alimentares de
Morango, Leite Condensado e Chocolate nos tempos de exposicdo de 24 e 48 horas. Na

descri¢do dos resultados sdo mostrados os valores significativos de y2.

Tabela 01 - Numero total de células analisadas da regido meristeméticas de raizes de A. cepa tratadas,
nos tempos de exposicdo de 24 e 48 horas, com as doses de 0,2; 0,4 e 0,6 ml dos aromatizantes
alimentares sintéticos doces, idénticos aos naturais, de Morango, Leite Condensado e Chocolate.

AROMATIZANTE DE MORANGO

Dose M A T TCD IM
) TE TCII P %)
co 4387 200 195 169 49 613 12,20
0,2 24h 4773 114 53 27 33 227 4%
48h 4805 83 52 30 30 195 3,9
e 4430 215 155 151 49 570 11,4
0,4 24h 4754 113 90 13 30 246 49
48h 4734 158 46 23 34 261  52°
co 4422 254 151 130 38 578  115°
0,6 24h 4779 108 45 34 34 221  44b
48h 4773 115 44 37 31 227 45
AROMATIZANTE DE LEITE CONDENSADO
Dose M A T TCD IM
- TE TCII P %)
coO 4572 280 95 76 58 428  85°
0,2 24h 4601 209 86 44 60 399  8,0°
48h 4635 181 85 47 52 365  7,3%
co 4626 156 97 68 53 374 15
0,4 24h 4786 84 66 36 28 214 43
48h 4811 83 59 29 18 189 3,8
e 4666 149 70 63 52 334  67°
0,6 24h 4924 37 19 14 06 76 15
48h 4943 32 12 08 05 57 11°
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AROMATIZANTE DE CHOCOLATE

Dose M A T TCD IM
) TE TClII P %)
co 4475 280 90 55 100 525  105°
0,2 24h 4580 225 89 48 58 420 842
48h 4609 214 83 51 43 391  87°
co 4519 254 106 60 61 481 9,6
0,4 24h 4621 255 56 30 38 379 7,6
48h 4822 76 43 35 24 178 35
co 4506 254 93 73 74 494 998
0,6 24h 4885 72 27 09 07 115  23°
48h 4900 67 20 04 09 100  2,0°

TCII - Total de células em intérfase e de células indiferenciadas; TE — Tempo de Exposicdo; CO — Controle; IM
— Indice Mitotico; TCD — Total de células em Divisdo; Dentro de um mesmo tratamento, valores de IM seguidos
da mesma letra ndo diferem significativamente ao nivel de 5% pelo teste 2.

A partir dos resultados obtidos para o aromatizante de Morango verificou-se que as
trés doses avaliadas foram citotoxicas em funcdo de terem ocasionado reducdo
estatisticamente significativa no indice mitético das células meristematicas de raizes de A.
cepa quando comparado com os indices de divisdo celular obtidos para os seus respectivos
controles.

O aromatizante de Leite Condensado, na dose de 0,6 ml, nos dois tempos de exposicado
avaliados, reduziu de forma estatisticamente significativa o indice de divisdo celular do
sistema teste utilizado em relacdo ao indice mitdtico do seu respectivo controle. Para o
aromatizante de Chocolate na dose de 0,4 ml e no tempo de exposi¢do de 48 horas observou-
se reducdo significativa do indice mitético das células do organismo de prova quando
comparados com o indice mitdtico obtidos para o seu respectivo controle e tempo de
exposicdo de 24 horas. Ja a dose de 0,6 ml deste aromatizante nos dois tempo de exposi¢do
avaliados reduziram de forma estatisticamente significativa o indice de divisdo celular em
relacdo ao seu respectivo controle.

Na Tabela 2, é apresentado o nimero de células em interfase e em diferentes fases da
divisdo celular e os valores de IM obtidos do tecido meristematico de raizes de A. cepa
tratadas, com agua e com o0s aromatizantes alimentares sintéticos de Morango, Leite
Condensado e Chocolate em associa¢do, nos tempos de exposicdo de 24 e 48 horas, onde para

cada uma das trés doses testadas - 0,2 ou 0,4 ou 0,6 ml - de um destes aromatizantes associou-
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se a mesma dose de um dos outros dois aromatizantes em estudo. Na descri¢do dos resultados

foram mostrados os valores significativos de y2.

Tabela 02 - NUmero de células observadas em cada fase do ciclo celular em tecido meristematico
de raizes de Allium cepa tratadas com os aromatizantes alimentares sintéticos doces, idénticos aos
naturais, de Morango, Leite Condensado e Chocolate, nas doses de 0,2; 0,4 e 0,6 ml de forma
associada, nos tempos de exposicdo de 24 e 48 horas.

AROMATIZANTE DE MORANGO + AROMATIZANTE DE LEITE CONDENSADO

Doses M A T TCD M
associadas TE TCII P
(%)
(ml)
CcO 4243 298 199 161 109 757 15,32
0,2+0,2 24h 4788 95 86 19 12 212 4,2b
48h 4817 94 55 22 12 183 3,6°
CO 4241 279 199 157 124 759 15,22
0,4+0,4 24h 4714 91 94 61 40 286 5,7°
48h 4717 82 65 86 50 283 5,6°
CO 4293 287 178 154 88 707 14,18
0,6 +0,6 24h 4891 44 23 24 18 109 2,20
48h 4898 39 33 18 12 102 2,0°
AROMATIZANTE DE MORANGO +AROMATIZANTE DE CHOCOLATE
Doses M A T TCD
associadas TE TCII P M
(%)
(ml)
CcO 4616 197 96 59 32 384 7,78
0,2+0,2 24h 4900 48 25 18 09 100 2,0°
48h 4925 41 16 11 07 75 1,5°
CO 4387 321 127 96 69 613 12,22
0,4+0,4 24h 4786 87 67 45 15 214 4,3b
48h 4875 96 31 21 17 125 3,3
CO 4251 486 195 47 21 749 15,08
0,6 +0,6 24h 4656 150 74 70 50 344 6,9°
48h 4670 126 96 59 44 330 6,6°

AROMATIZANTE DE LEITE CONDENSADO + AROMATIZANTE DE CHOCOLATE

Doses TE TCII P M A T TCD IM
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associadas (%)
(ml)
CO 4418 194 156 125 107 582 11,62
0,2 +0,2 24h 4720 83 75 70 52 280 5,2b
48h 4838 55 53 34 20 162 3,2°
CO 4290 354 151 114 91 710 14,22
0,4+0,4 24h 4754 90 74 52 30 246 4,9b
48h 4744 97 76 50 33 256 5,1b
CcO 4535 200 125 80 60 465 9,32
0,6 +0,6 24h 4892 44 27 23 14 108 2,1°
48h 4902 54 24 15 05 98 1,9

TCII - Total de células em intérfase e de células indiferenciadas; TE — Tempo de Exposicdo; CO — Controle; IM
— Indice Mitético; TCD — Total de células em Diviséo; Dentro de um mesmo tratamento, valores de IM seguidos
da mesma letra ndo diferem siginificativamente ao nivel de 5% pelo teste 2.

Os resultados apresentados na Tabela 02 mostram que todos os tratamentos com 0s
aromatizantes realizados em associa¢do diminuiram de forma drastica o indice de divisdo
celular das células meristematicas de raizes de A. cepa quando comparados com o indice de
divisdo celular dos seus respectivos controles. Assim, nestas condi¢des de estudo, todos os
tratamentos realizados de forma associada foram citotoxicos as células do sistema teste
utilizados. Da mesma foram que os resultados obtidos para a avaliacdo individual, as doses
em associacdo dos aditivos alimentares em estudo ndo ocasionaram numero de aberracdes
celulares significativo as células deste organismo de prova.

De acordo com Gomes et al. (2013), a reducdo de indice mitético ocasionada por
compostos quimicos em celulas normais, sem nenhum tipo de mutacdo, ocasiona o mal
funcionamento de um tecido em funcdo de ndo permitir a reposicdo de células, alterar a
producdo de proteinas e, consequentemente, resultar no mal funcionamento do 6rgdo onde
este tecido esta localizado. O efeito inibitério da divisdo celular em um tecido também pode
prejudicar o funcionamento de outros 6rgaos.

E importante destacar que os aromatizantes de maneira geral sio considerados a classe
de aditivos alimentares menos estudada do ponto de vista toxicoldgico, com destaque aos
aromatizantes doces, onde os trabalhos de toxicidade sdo praticamente inexistentes na
literatura cientifica (HONORATO et al., 2013). Apesar de ainda serem considerados
insuficientes por muitos pesquisadores, estudos de toxicidade em nivel sistémico com
aromatizantes alimentares sintéticos salgados mostraram que, quando utilizados por tempo

prolongado, podem ocasionar hiperatividade em criancas com e sem déficit de atencdo
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(STEVENS et al., 2013), diminui¢do significativa na concentracdo de hemoglobina no
sangue, alteragdes drastica no funcionamento do figado e diminuicao significativa no peso de
roedores (HANAN; MONAN, 2013), e alergias, hipersensibilidade cutanea e ma digestdo em
humanos (ANDERSON et al., 2013).

Da mesma forma que em nivel sistémico, estudos de toxicidade com aromatizantes
alimentares sintéticos salgados em nivel celular sdo considerados incipientes, no entanto,
compostos quimicos presentes em alguns destes aditivos ja possuem, segundo Whittaker et al.
(2008), sua acdo citotdéxica bem definida, como por exemplo, o composto Diacetil, que
promove danos significativos ao loci do cromossomo 11, perda funcional dos genes da
enzima timidina-quinase e acdo antiproliferativa drastica a células de mamiferos.

No Brasil, a ANVISA (BRASIL, 2007), apesar de ndo citar em documento quais
estudos, quais concentracOes, quais aromatizantes (doce ou salgado), determinaram tal
conclusdo, declara que doses elevadas de aromatizantes alimentares podem provocar acgoes
irritantes e narcéticas ao organismo, também podem produzir toxicidade crbnica ao trato
digestério a longo prazo sempre que utilizados de maneira indiscriminada. Este 6rgdo
regulamentador também ndo informa quais sdo os Limites de Ingestdo Diaria (IDA) ideias
para estes aditivos.

Corroborando com as informacg6es dadas pela ANVISA (2007), Salinas (2002) declara
que a utilizagdo dos aromatizantes alimentares em geral, em doses baixas, ndo promove risco
a saude humana. Ja quando as doses sdo elevadas, este autor relata que os aromatizantes
podem provocar agles irritantes e narcéticas e toxicidade celular crénica a longo prazo,
sempre que empregados em doses superiores as recomendadas. No entanto este autor, da
mesma forma que a ANVISA, ndo especifica quais doses sdo consideradas altas ou baixas.
Também ndo discrimina quais aromatizantes possuem esta acdo e nem 0s organismos de
prova utilizados na obtencdo destas informacdes.

Dessa forma, com os resultados obtidos aqui neste trabalho e refor¢ando a citagdo de
Honorato et al. (2013), verifica-se que embora a utilizagdo de aromatizantes em alimentos seja
permitida pelo Ministério da Saude e pela ANVISA, torna-se necessario e urgente e estudos
para se determinar, com propriedade, o potencial toxico de aromatizantes alimentares, com
destaque aos utilizados em alimentos industrializados doces.

Ainda, para uma melhor avaliacdo sobre a toxicidade destes aditivos é necessario a
utilizacdo de variados sistemas de avaliagdo, principalmente os que utilizam animais, visto
que, o teste de A. cepa foi um screnning inicial de citotoxicidade para os aromatizantes de

Morango, Leite Condensado e Chocolate. Os resultados de toxicidade obtidos com outros
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sistemas de avaliacdo somados aos obtidos aqui neste trabalho serdo de grande auxilio aos

orgdos regulamentadores na defini¢do ou redefinicdo do IDA destes aditivos.
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5 CONCLUSAO

O aromatizante de Morango nos dois tempos de exposicdo estudados e nas trés doses
avaliadas, o de Leite Condensado na dose de 0,6 ml no tempo de exposicao de 48 horas, o de
Chocolate na dose de 0,4 ml no tempo de exposicao de 48 horas e na dose de 0,6 ml nos dois
tempos de exposicdo, e todos os tratamentos em associacdo foram citotoxicos as células
meristematicas de raizes de A. cepa L. No entanto, nenhuma das doses avaliadas,
individualmente e em associacdo, causaram numero de aberracfes celulares significativo as

células dos sistema teste utilizado.
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