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RESUMO

No presente trabalho objetivou-se analisar a toxicidade em nivel celular promovida
por aromatizantes alimentares sintéticos, do tipo idéntico ao natural de avela,
banana e cereja. Esta avaliacdo se deu por meio das células meristeméaticas de
raizes de Allium cepa (cebola), na qual os aromatizantes alimentares foram tratados.
Esses aromatizantes, foram avaliados de forma individual e associados entre si, nas
doses de 0,1, 0,2 e 0,4 ml e nos tempos de exposicdo de 24 e 48 horas. Apds o
tratamento, as raizes foram fixadas, hidrolisadas, coradas e averiguadas em
microscopio oOptico em objetiva de 40x, onde se analisou para cada tempo de
exposicdo e dose um total de 5000 células. A partir dos resultados verificou-se que
0s aromatizantes sintéticos artificiais idénticos aos naturais, avaliados em diferentes
doses e tempos de exposicao, individualmente e em associacao foram citotéxicos e
nao genotéxico. O organismo de prova utilizado, possui excelentes propriedades
cinéticas de proliferacdo, cromossomos grandes em numeros reduzidos (2n=16),
gue facilitou a deteccdo de aberracBes celulares e difuso mitdtico assim como a
inibicdo de forma significativa da divisdo celular do organismo teste utilizado. Estes
resultados, apesar de preliminares, sdo muito importantes, visto que indicardo a
necessidade de estudos mais minuciosos, a meédio e longo prazo, em discrepantes
sistemas testes sobre a avaliacdo dos efeitos toxicos cronicos desencadeados por

tais ingredientes.

PALAVRAS-CHAVE: aromatizantes alimentares, citotoxicidade, genotoxicidade,

diviséo celular, toxicidade, aberractes celulares.



ABSTRACT

This paper aimed at analyzing the toxicity at the cellular level promoted by synthetic
food flavorings,of the type identical to the natural from hazelnut, banana and cherry.
This evaluation was carried out by the meristematic cells of roots of Allium cepa
(onion), in which the food flavorings were treated. These flavors were evaluated
individually and associated with each other at doses of 0,1, 0,2 and 0,4 ml and at
exposure times of 24 and 48 hours. After treatment, the roots were fixed, hydrolyzed,
stained and examined under a 40x objective optical microscope, where a total of
5000 cells were analyzed for each exposure time and dose. From the results it was
found that artificial synthetic flavorings identical to natural ones, evaluated at different
doses and times of exposure, individually and in association were cytotoxic and non-
genotoxic. The test organism used has excellent kinetic proliferation properties, large
chromosomes in small numbers (2n = 16), which facilitated the detection of cellular
and diffuse mitotic aberrations as well as significant inhibition of the cell division of
the test organism used. These results, although preliminary, are very important, since
they will indicate the need for more meticulous studies, in the medium and long term,
in discrepant test systems on the evaluation of the chronic toxic effects triggered by

such ingredients.

KEYWORDS: Food Flavorings, Cytotoxicity, Genotoxicity, Cell Division, Toxicity,
Cellular Aberrations.
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1 INTRODUCAO

Os aditivos de aroma e sabor, devido as suas propriedades odoriferas e
sapidas, proporcionam e/ou intensificam o aroma e o sabor dos alimentos sem o
proposito de nutrir ALBUQUERQUE et al., 2012). Séo classificados como naturais,
sintéticos idénticos aos naturais e sintéticos artificiais de reacdo ou transformacéao
(TURCI et al., 2014). Possuem formulagédo quimica complexa, constituida por onze
classes de compostos — os diluentes, antioxidantes, antiespumantes, conservantes,
emulsificantes, estabilizantes, reguladores de acidez, realcadores de sabor,
antiumectantes, antiaglutinantes, corantes e solventes de extracdo e processamento
— e aceita em ambito mundial pelas agancias regulamentadoras Codex Alimentarius
commission, Food and Drug Administration (FDA), Flavour and Extrac Manufactuers
Association (FEMA), e nacionalmente pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) (BRASIL, 2007; OLIVEIRA et al., 2013). No entanto, estes 0Orgaos
reguladores, em seus documentos técnicos, ndo explicitam quais compostos em
especifico e suas concentracdes, o indice de Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) e as
doses limites toleraveis dos aromatizantes para cada tipo de alimento (GOMES et
al., 2013; MARQUES et al., 2015).

Dessa forma, HONORATO et al., (2014) relatam que a utilizacdo destes
aditivos suscita duvidas quanto a sua toxicidade em nivel sistémico e celular, e
declaram ser urgente a realizagcdo de pesquisas que avaliem seus potenciais
toxicolégicos. Em consonancia as observacoes feitas por estes pesquisadores, as
agéncias regulamentadoras Codex Alimentrius Commission, Federal Emergency
Management Agency (FEMA) (KONISHI et al.,2014) e ANVISA (BRASIL, 2007,
SALES et al., 2017) relatam em seus arquivos a necessidade constante de estudos
toxicologicos de efeito agudo envolvendo os aditivos alimentares em geral. Os
resultados destas pesquisas sao muito importantes, visto que indicardo ou ndo a
necessidade de estudos sobre a avaliacdo dos efeitos toxicos crbnicos
desencadeados por tais ingredientes. Citam ainda, que estas avaliagfes sdo a base
de elaboracdo ou modificacdo de estratégias das agéncias reguladoras e,
consequentemente, de atuacdo dos profissionais responsaveis pela vigilancia

alimentar e nutricional da populacao.
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Os bioensaios vegetais sdo considerados bastantes sensiveis e simples no
monitoramento dos efeitos citotdxicos de compostos quimicos (USEPA) (HERRERO
et al.,, 2012; LACERDA et al., 2014) e a Allium cepa, (cebola), por meio da regiédo
meristematica de suas raizes é tida no meio cientifico como um eficiente organismo
teste para a avaliagdo de toxicidade aguda em nivel celular (CARITA; MARIN-
MORALES, 2008; CARDOSO et al.,, 2014). Este organismo de prova possui
excelentes propriedades cinéticas de proliferacdo, cromossomos grandes e em
namero reduzido (2n=16) o que facilita a deteccéo de aberracdes celulares e de fuso
mitético (HERRERO et al., 2012; NEVES et al., 2014). Também permite a verificacdo
de alteracbes no indice de divisdo celular (indice mitético) quando exposto a
compostos quimicos com potencial acao citotoxica (LEME et al., 2008; TABREZ et
al., 2011).

Com base no contexto abordado, objetivou-se neste trabalho avaliar, em
meristemas de raizes de A. cepa, individualmente e associados entre si, a
citotoxicidade e a genotoxicidade de trés aromatizantes alimentares sintéticos,
classificados na industria de alimentos como idénticos aos naturais, de banana e
cereja presentes em balas, chicletes, gomas, sorvetes, gelatina e refrigerantes, e de

aveld, encontrado em massas para bolos e em biscoitos industrializados.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 DEFINICAO E FINALIDADES DOS ADITIVOS ALIMENTARES

No passado os alimentos eram produzidos e consumidos na mesma regiao ou
em regides circunvizinhas aquelas de producdo. Com o aumento da populacdo
mundial, houve a necessidade de transportar alimentos para regides distantes
daquelas de producédo, sendo indispensavel a adicdo de aditivos e conservantes

objetivando manter a integridade dos alimentos (AISSA, 2010).

A preservagdo dos alimentos sempre foi uma necessidade. Os aditivos
alimentares, em funcdo de suas propriedades, foram utilizados pelas antigas
civilizacbes na conservacao de peixes e carnes com sal e também para melhorar o
sabor dos alimentos com ervas e temperos. Na atualidade, devido a raridade em
encontrar alimentos desprovidos de aditivos e por serem substancias quimicas que
sdo adicionadas intencionalmente aos alimentos, e que podem desencadear
reacbes adversas como qualquer outra droga, € de extrema importdncia o
conhecimento de suas propriedades, garantindo, assim, o uso adequado e seguro
(AUN et al., 2011).

Durante muito tempo os aditivos foram utilizados para conferir o sabor, a cor e
prolongar o prazo de validade dos produtos alimenticios, entretanto no século XX
seu uso passou a ser monitorado (RANGAN E BARCELOUX, 2008). A partir dai, o
uso de muitos aditivos nos Estados Unidos ja foi proibido, em razdo de seus

possiveis efeitos danosos a saude (FDA, 2011).

No Brasil, a ampliacdo do mercado consumidor nos ultimos anos deveu-se a
abertura da economia e a estabilizacdo monetaria. Ao mesmo tempo em que 0
poder aquisitivo aumentou, o preco real dos alimentos industrializados declinou,
favorecendo principalmente a maior participacdo dos estratos sociais de menor
renda. De maneira geral, a medida que aumenta a renda per capita de um pais,
aumenta o grau de sofisticagdo no consumo de alimentos, optando-se pelos mais
elaborados, como os alimentos industrializados. Os alimentos industrializados vem

ao longo do tempo ganhando espaco na mesa do consumidor. Além da estabilidade
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econdmica, outros fatores como o trabalho da mulher fora do lar, maior praticidade,
rapidez, durabilidade e boa aceitacdo do produto vém contribuindo cada vez mais
para a introducdo e manutencdo de alimentos industrializados nos habitos

alimentares de consumidores de diferentes faixas etéaria (AQUINO; PHILIPPI, 2002).

De acordo com a Portaria n° 540 — SVS/MS, de 27 de outubro de 1997 aditivo
alimentar “é qualquer ingrediente adicionado intencionalmente aos alimentos, sem o
propasito de nutrir, mas com o objetivo de alterar as caracteristicas fisicas, quimicas,
biolégicas ou sensorias durante a fabricacdo, processamento, preparacao,
tratamento, embalagem, acondicionamento, armazenagem, transporte ou
manipulacdo de um alimento. Ao agregar-se podera resultar em que o préprio aditivo
ou seus derivados se convertem em um componente de tal alimento. Esta definicdo
nao inclui os contaminantes ou substancias nutritivas que sejam incorporadas ao

alimento para manter ou melhorar suas propriedades nutricionais(BRASIL,1997).

2.2 CLASSIFICACOES DOS ADITIVOS ALIMENTARES QUANTO A SUA ORIGEM
E SEGURANCA DE CONSUMO

Tecnologicamente, os aditivos alimentares exercem um papel de grande
relevancia para o desenvolvimento de alimentos. Entretanto, o consumo deles vem
provocando preocupagdo nas pessoas e consequentemente fazendo com que
figuem mais cuidadosas com a seguranca alimentar. Dos diversos componentes
relativos a seguranca alimentar, os aditivos situam-se entre 0os mais polémicos
(VARELA; FISZMAN, 2013). Estes aditivos, ainda que possuam um baixo custo de
producédo e confiram uma durabilidade maior aos alimentos, provocam controvérsias
em relacdo a sua acdo no organismo, e sdo assinalados como causadores de

reacOes adversas (SAYED et al., 2012).

Afim de se identificarem os eventuais efeitos nocivos de um aditivo alimentar
ou dos seus derivados, o aditivo deve ser submetido a ensaios e a uma avaliacao de
toxicidade adequada. Todos os aditivos alimentares devem ser mantidos sob
observacéo constante e serem reavaliados sempre que for necessario, considerando
as variacfes das condicBes de utilizacdo e de quaisquer novos dados cientificos
(BAPTISTA, 2013).
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No principio os aditivos alimentares eram de origem natural, e com o
transcorrer do tempo os aditivos sintéticos foram paulatinamente sendo introduzidos
até se tornarem predominantes. Atualmente, centenas de aditivos artificiais ou
naturais, sdo utilizados na industria alimenticia. O uso de substancias provenientes
de plantas e animais tem aumentado devido o recente interesse em produtos
naturais (AISSA,2010). A genotdoxidade é uma area da genética que estuda os
processos inerentes as alteracfes que ocorrem na base genética da vida, e estas
podem tanto ser em sua estrutura fisico-quimica, o DNA, processo classificado como
mutagénese, quanto na alteracdo determinismo genético celular ou orgénico,
identificados, respectivamente, como carcinogénese e teratogénese (HONORATO et
al., 2013).

2.3 JUSTIFICATIVA, VETO E ORGAOS QUE REGULAM O EMPREGO DE
ADITIVOS

No Brasil, € de incumbéncia do Ministério da Saude MS, em particular a
Comisséo Permanente de Aditivos para Alimentos, estabelecer a legislagdo nacional
para esse assunto. Tomando como base o resultado de pesquisas internacionais e
as recomendacbes do Codex Committee on Food Additives and Contaminants
(CCFAC) do JECFA, a Comissao define e fiscaliza o emprego de aditivos pela
indastria nacional. O emprego de aditivos € justificado por razdes tecnoldgicas,
sanitarias, nutricionais ou sensoriais sempre que forem utilizados aditivos
autorizados em concentracdes tais que sua ingestao diaria ndo supere os valores de
Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) recomendados, da mesma forma devem atender as
exigéncias de pureza estabelecidas pela Food and Agriculture Organization (FAO) e
World Health Organization (WHO) ou pelo Food Chemicals Codex. O uso de aditivos
€ proibido quando: houver evidéncias ou suspeita de que eles ndo sejam seguros
para consumo humano; interferir sensivel e desfavoravelmente no valor nutritivo do
alimento; servir para encobrir falhas no processamento e/ou nas técnicas de
manipulacdo; encobrir alteracdo ou adulteracdo da matéria-prima ou do produto j&
elaborado ou quando induzir o consumidor a erro, engano ou confusao (FAVERO et
al., 2011).
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2.4 TRANSTORNOS PROVOCADOS POR ADITIVOS ALIMENTARES E
CLASSIFICACAO DOS AROMATIZANTES QUANTO A SUA ORIGEM

O desenvolvimento de cancer especifico, tais como o de estbmago, esdfago,
célon, reto, mama e ovario esta intrinsecamente relacionado com a exposicao a
determinadas substancias (nitratos e outros aditivos alimentares) encontradas na
dieta humana. Com isso, verifica-se que as substancias quimicas sintéticas
merecem uma atencao especial, pois estas podem desencadear o cancer, estando
presente nos alimentos como aditivos ou contaminantes do ambiente, como 0s
agrotoxicos. Alguns corantes sintéticos, como a eritrosina e a tartrazina, apresentam
potencial carcinogénico. Essas substancias contribuem para a incidéncia de cancer
modificando o “turn-over” das células durante o seu crescimento normal ou no
processo de hiperplasia regenerativa. Devido a seus possiveis efeitos mutagénicos e
carcinogénicos, os corantes mais investigados atualmente sdo os do grupo Azo

(amarelo tartrazina, amarelo crepusculo e vermelho 40) (POLONIO et al., 2009).

Conforme descrito por Zilifdar et al. (2014) e Valavanidis et al. (2013),
substancias citotdxicas, genotdoxicas e mutagénicas prejudicam mecanismos
celulares vitais, como a duplicacdo e a transcricdo génica, modificando
drasticamente a divisdo celular de tecidos por meio da inducdo de aberragbes
celulares, como as de fuso mitético e as quebras cromossdémicas, e dessa forma
desencadear e/ou potencializar processos cancerosos. Segundo Zaineddin et al.
(2012), o desenvolvimento dos tipos mais comuns de cancer resulta da interacéao
entre fatores endégenos e ambientais, sendo o mais notavel deles a dieta alimentar,

sobretudo quando composta de alimentos industrializados em demasia.

Quanto a sua classificacdo, aromatizantes podem ser classificados em
naturais ou sintéticos, e s&o substancias ou misturas de substancias com
propriedades odoriferas e/ou sapicas, capazes de conferir ou intensificar o aroma
e/ou sabor dos alimentos. Segundo a legislacao vigente, aromatizantes naturais sédo
aqueles obtidos a partir de matérias-primas aromatizante naturais através de
processos fisicos, microbioldgicos ou enzimaticos. As matérias primas aromatizantes
naturais, sdo o0s produtos provenientes de animal ou vegetal aceitaveis para o
consumo humano, compostos por substancias odoriferas e/ou sapidas. J4 os

aromatizantes sintéticos sdo identificados como compostos obtidos por processos
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guimicos compreendendo: os aromatizantes idénticos aos naturais e 0S

aromatizantes artificiais (Brasil, 2007).

O sabor e o aroma dos mais diversos produtos sdo advindos de
aromatizantes que possuem propriedades sensorias. O aroma influencia diretamente
em grande parte o sabor de um alimento e em meio a uma grande variedade de
opcdes e novos alimentos surgindo no mercado, sdo as caracteristicas diferenciais
gue véao determinar a aceitacdo do produto pelo consumidor. O sabor e 0 aroma de
alimentos industrializados sdo fornecidos por aromatizantes, que 0s aproximam ao
maximo dos produtos naturais aumentando assim a aceitacdo do consumidor
(HONORATO et al., 2013).

A substituicdo de alimentos in natura pela populacéo brasileira por alimentos
processado vem contribuindo de forma contundente para o empobrecimento da
dieta, e isso tem atraido a atencdo dos o6rgaos reguladores e da comunidade
cientifica como um todo. No ambito mundial, a avaliacdo de aditivos alimentares é
baseada no controle das IDAs (Ingestédo Diaria Aceitavel), desenvolvida pelo Comité
de Expertos em Aditivos Alimentares da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS)/Organizacgéao das Nacgbes Unidas para Agricultura e Alimentagcédo (FAO) [The
Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives — JECFA]. Estudos
incessantes concernentes a aditivos alimentares sao imprescindiveis na atualidade,
em virtude das reacdes adversas que podem causar, quer seja aguda ou cronica,
tais como reacdes tOxicas no metabolismo desencadeantes de alergias, de
alteracbes no comportamento, em geral, e carcinogenicidade, esta ultima observada
a longo prazo. (POLONIO et al., 2009).

Para que haja a determinacédo dos eventuais efeitos maléficos de um aditivo
alimentar ou dos seus derivados, este deve ser submetido a ensaios e a uma
avaliacdo de toxicidade adequados. E ao ser avaliados deve-se considerar, por
exemplo, qualquer efeito cumulativo, sinérgico ou de potencializacdo resultante de
seu uso, bem como a intolerancia humana as substancias estranhas ao organismos.
Desta forma, todos os aditivos alimentares devem ser mantidos sob observacao
constante e serem reavaliados sempre que for necessario, considerando as
variacbes das condicbes de uso e de quaisquer novos dados cientificos.
(BAPTISTA; VENANCIO, 2003).
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Segundo Gouveia (2006) O mercado de aditivos alimentares é rentavel e o
mercado brasileiro de ingredientes e aditivos fatura anualmente entre R$ 1,5 bilh&o e
R$ 2 bilhGes, sendo que os aromas representam 50% desse faturamento e o
restante agrega todos os outros ingredientes e aditivos. Os aditivos alimentares se
tornaram virtualmente obrigatérios na alimentacdo moderna, devido a sua
capacidade de manter a qualidade e a validade dos alimentos vendidos em
supermercados. Entretanto, ha estudos que associam a utilizacdo inadequada
desses componentes a efeitos adversos a saude, como o0 aparecimento de cancer,

alergias e outras enfermidades.

Em virtude da necessidade de alimentos que possam conferir maior
praticidade no consumo e ficar mais tempo nas prateleiras, e assim, aguardar a
extracdo da matéria prima para a producdo de mais alimentos, processo esse que
requer tempo, os habitos alimentares vem sofrendo modificagdes ao longo do tempo
onde alimentos in natura estdo sendo paulatinamente substituidos por alimentos
industrializados. Esse fato tem gerado questionamentos e preocupagdes quanto a
seguranca do emprego de aditivos alimentares. Nao foi encontrado na literatura
relatos de toxicidades nos aromatizantes naturais, porém doses demasiadas de
aromatizantes sintéticos foram relacionados a rea¢fes de irritabilidade e narcéticas
podendo trazer problemas de retardo de crescimento infantil e cAncer quando h&

uma exposicao excessiva e prolongada dessas substancias (FERREIRA, 2015).

2.5 SISTEMA TESTE

Segundo Leme; Marin Morales, (2009) o teste de Allium cepa desenvolvido
por LEVAN (1938) é uma ferramenta (til para a pesquisa basica do potencial
genotoxico e citotdéxico de produtos quimicos. Além disso, € um teste viavel por
possuir diversas caracteristicas tais como: sensibilidade, baixo custo, rapidez,
facilidade de manipulacdo e da utilizacdo de amostras sem tratamento prévio,
determinando-se a diminuicdo do indice mitético e da formacdo de aberracdes
cromossomicas (HERRERO et al., 2012).

No meio cientifico regido meristematica de raizes de Allium cepa (cebola) é
tida como um eficiente bioensaio para a avaliacdo da toxicidade aguda em nivel

celular de compostos quimicos em virtude de apresentarem ndmero cromossdmico
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reduzido (2n=16), o que facilita a detec¢cédo de alteracbes cromossdmicas e de fuso
mitotico (LACERDA et al., 2014; NEVES et al., 2016).

Esse sistema teste € admitido internacionalmente por agéncias de pesquisa
como um instrumento de avaliagdo de acurada sensibilidade para analise inicial da
citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade de substancia de interesse, uma
vez que, os resultados obtidos por meio dele, em grande parte das vezes,
demonstram similaridade satisfatoria a aqueles obtidos em sistemas testes animais e
culturas de células (TURKOGLU, 2007; HERRERO et al., 2011; TABREZ et al.,
2011; GOMES et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2013; LACERDA et al., 2014; NEVES et
al., 2013; MOURA et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2016; SANTANA et al., 2016).
Como exemplo pode-se citar os trabalhos realizados por OLIVEIRA et al. (2013) e
GOMES et al., (2013) que avaliaram em células meristematicas de raizes de A. cepa
o0 potencial toxico de aromatizantes e corantes alimentares sintéticos,
respectivamente, e obtiveram resultados tal qual aos obtidos em sistemas testes

animais e com culturas de células.

A utilizacdo do bioindicador Allium cepa (cebola) para avaliagdo de
citotoxicidade foi ratificado por muitos pesquisadores que realizaram de forma
conjunta testes em animais in vivo, obtendo resultados similares (VICENTINI, 2001;
TEIXEIRA et al., 2003), proporcionando informagdes valiosas para a saude humana.
E os padrdes microscépicos estédo relacionados a caracterizacao do indice mitético,
na analise na taxa de divisdo celular, aberragbes cromossdémicas, como
cromossomos em anel, pontes cromossdémicas, Cromossomos pegajosos, que
ocorrem principalmente nas fases de metafase e anafase e a formacdo de

micronucleos, como indicadores de anormalidade no DNA (MONARCA et al., 2000).

O teste Allium cepa tem sido amplamente utilizada por conta da facilidade que
este sistema teste possui para preparacdo e analise, pois contém células
meristematicas em constante divisdo, tem cromossomos grandes e em pequena
guantidade (16 cromossomos), além de ser facilmente corados e observados,
permitindo a analise das alteracdes cromossdomicas e os efeitos ou danos que
podem causar agentes mutagénicos, é necessario que o sistema teste esteja em
divisdo mitotica constante, buscando identificar os efeitos toxicos e alteragbes que
ocorrem ao longo do um ciclo celular. (SILVA et al., 2003; KURAS et al., 2006).
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A Allium cepa é um organismo de facil manipulacdo e, os dados obtidos por
meio deste sistema teste sdo excelentes parametros de analise citotoxica,
mutagéncia e antimutagénica (SILVA, 2015). Esse bioensaio € considerado uma das
abordagens mais eficientes e é rotineiramente empregado para determinar os efeitos
toxicos de compostos quimicos no ambiente (LEME; MARIN-MORALES, 2009).
Oliveira et al.(2013) e Gomes et al. (2013), estudando corantes alimentares
demonstraram 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 encontrados em outros ensaios, com iSSO mostra que s&o
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 Laboratério de Pesquisa | do Campus
Senador Helvideo Nunes de Barros da Universidade Federal do Piaui no periodo de
janeiro de 2017 a julho de 2017.

3.1 OBTENGAO DOS AROMATIZANTES ALIMENTARES

Os aditivos de aroma e sabor, sintéticos idénticos aos naturais, foram obtidos
de uma industria de fabricacdo de aditivos alimentares localizada na regido nordeste
do Brasil, especializada na comercializagdo nacional e internacional de aditivos

alimentares sintéticos.

3.2 AROMATIZANTES

Foram estudados 03 aromatizantes. Estes aditivos foram avaliados em trés
doses cada um, de forma individual e associados entre si em doses iguais (onde
para dose de um aromatizante foi associada mesma dose de um dos outros dois

aromatizantes).

Figura 1 — Aromatizantes utilizados

Fonte: Autoria propria, 2017
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3.3 DEFINICOES DAS DOSES

As doses estabelecidas neste trabalho foram 0,1, 0,2 e 0,4 ml para os testes
em Allium cepa. Nos rétulos dos aromatizantes sugeria-se a utilizacdo de 10 ml por
quilo de produto final. Os bulbos de cebola selecionado para este experimento
pesavam em média, 200 g. Assim, de forma proporcional ao recomendado nos
frascos dos aditivos, foi definida inicialmente para este estudo a dose de 0,2 ml,
obtida através da férmula dos meios pelos extremos que € a dose normal. Em
seguida, estabeleceu-se a dose menor e a dose maior, obtida, dividindo e
multiplicando a dose normal por dois, sendo respectivamente, 0,1 e 0,4 ml. Estas
dose foram analisadas individualmente e em associacdo, conforme descritos nos

quadros 1 e 2.

Quadro 1 — Doses individuais em Allium cepa.

GRUPO DE TRATAMENTO: INDIVIDUAIS

BANANA 0,1 ml

BANANA 0,2 ml

BANANA 0,4 ml

CEREJA 0,1 ml

CEREJA 0,2 ml

CEREJA 0,4 ml

AVELA 0,1 ml

AVELA 0,2 ml

AVELA 0,4 ml

Quadro 2 — Doses associadas de forma igual em Allium cepa.

GRUPO DE TRATAMENTO: ASSOCIADAS EM DOSES IGUAIS

AVELA 0,1 ML / CEREJA 0,1 ml

AVELA 0,2 ML / CEREJA 0,2 ml

AVELA 0,4 ML / CEREJA 0,4 ml

AVELA 0,1 ML / BANANA 0,1 ml

AVELA 0,2 ML / BANANA 0,2 ml

AVELA 0,4 ML / BANANA 0,4 ml

BANANA 0,1 ML / CEREJA 0,1 ml

BANANA 0,2 ML / CEREJA 0,2 ml
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BANANA 0,4 ML / CEREJA 0,4 ml

3.4 OBTENCOES DE CELULAS MERISTEMATICAS DE RAIZES DE A. CEPA
PARA A ANALISE CITOGENETICA

Os bulbos de cebola foram colocados em frascos aerados com agua
destilada, a temperatura ambiente (x27°C), até a obteng&o de raizes de 2,0 cm de
comprimento. Para andlise de cada grupo tratamento foi estabelecido um grupo
experimental com cinco bulbos de cebola. Antes de colocar as raizes em contato
com 0s seus respectivos tratamentos, algumas raizes foram coletadas e fixadas para
servirem de controle do proprio bulbo. Em seguida, as raizes restantes foram
colocadas em suas respectivas solugbes por 24 horas, procedimento este
denominado de tempo de exposicao 24 horas (TE 24 h).

Apbés 24 horas foram retiradas algumas raizes e fixadas. Feito este
procedimento, as raizes restantes de cada cebola foram devolvidas as suas
respectivas solu¢cbes onde permanecerdo por mais 24 horas, o que se denomina de
tempo de exposicdo 48 horas (TE 48 h). Apos este periodo, raizes novamente foram
coletadas e fixadas. Os TE 24 e 48 h foram escolhidos com o intuito de se avaliar a
acdo destes grupos tratamentos em mais de um ciclo celular. A fixacdo das raizes se
dar4d em Carnoy 3:1 (etanol: acido acético) por 24 horas. Em cada coleta, foram

retiradas, em média, trés raizes por bulbo.

Figura 2 - Bulbos de Allium cepa em frascos com agua destilada

Fonte: Autoria Propria, 2017.
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3.5 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), e analisadas em microscopio Optico em
objetiva de 40x. Para cada bulbo de cebola foram analisadas 1.000 células,
totalizando 5.000 células para o controle, TE 24h e TE 48h de cada grupo
tratamento estudado.

Foram observadas células em interfase, préfase, metafase, anafase e tel6fase
e calculado o numero de células em interfase e em divisédo de cada controle e tempo
de exposicdo e para assim se determinar o indice de divisdo celular ou indice
mitotico (IM). Foram também a acdo das doses por meio do numero de células
micronucleadas, de metafases colchicinicas, pontes anafasicas e telofasicas,
amplificacbes génicas, células com aderéncias, brotos nucleares e anéafases
multipolares. A analise dos resultados obtidos foi realizada pelo teste do Qui-

guadrado( x2 ) (programa Prisma verséao 5.0, GraphPad (Software).

.V \& Ll |

we " '
LS ‘ ”“.
90

o

Células analisadas

"..'\. . : ‘ Fonte: Autoria propria

Fonte: Autoria propria Fonte: Autoria propria.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base nos dados apresentados nos gréficos.

Aromatizante de Aromatizante de Aromatizante de
Banana Aveld Cereja
4,64 b b
—_— e,

0,4 ml VALOR] b 04 - b
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Gréafico 01 — indices mitéticos obtidos a partir de tecido meristematico de raizes de
Allium cepa tratados com os aromatizantes alimentares sintéticos artificiais de

Banana, Avela e Cereja, nas doses de 0,1; 0,2 e 0,4 ml de forma individual.

Aromatizante de Aromatizante de Aromatizante de
Avela e Banana Aveléd e Cereja Banana e Cereja
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s il T gk
B —— A0 on)-
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Gréafico 02 — indices mitéticos obtidos a partir de tecido meristematico de raizes de
Allium cepa tratados com os aromatizantes alimentares sintéticos artificiais de

Banana, Avela e Cereja, nas doses de 0,1; 0,2 e 0,4 ml de forma associada.
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Os resultados apresentados no grafico 01 mostram que os indices mitéticos
obtidos para as células analisadas referentes as trés doses do aromatizante de
Banana foram significativamente menores que os indices de divisédo celular obtidos
para 0s seus respectivos controles. No entanto, os indices de divisdo celular
observados para o tempo de exposicado de 48 horas das doses 0,1 e 0,4 ml deste
aditivo foram estatisticamente menores que seus respectivos indices mitéticos no
tempo de exposicao de 24 horas. Diferentemente, o indice mitético observado para o
tempo de exposicdo de 48 horas da dose 0,2 ml do aditivo de Banana mostrou-se
significativamente maior em relagdo ao seu especifico indice de divisédo celular no
tempo de exposicdo de 24 horas. Dessa forma, o aromatizante de banana foi

citotoxico.

Em relacdo ao aromatizante de Aveld (Grafico 01), os indices mitoticos
observados para as doses de 0,2 e 0,4 ml no tempo de exposicao 24 horas, foram
estatisticamente iguais ao indice mitético obtidos para os seus respectivos controles.
J& com relacdo a dose de 0,1 ml, considerando os tempos de exposi¢cdo 24 e 48
horas confrontados com o controle, houve uma reducdo do indice mitético.
Diferentemente, quando confrontados os indices de divisdo celular do tempo de
exposicdo de 48 horas com o de 24 horas referente as doses 0,2 e 0,4 ml do
aromatizante constatou-se que diferiram estatisticamente entre si, opondo-se a dose
de 0,1 ml, que em relacdo aos tempos de exposicdo de 24 e 48 horas nédo tiveram
uma reducdo significativa do indice mitético. Portanto, o aditivo de Aveld foi

citotoxico as células do organismo de prova utilizado.

Para o aditivo de Cereja (Grafico 01), considerando as doses de 0,2 ml e 0,4
ml nos tempos de exposicao 24 e 48 horas, houve uma reducéo idéntica do indice
mitético com relacdo ao controle. Na dose de 0,1 ml do aromatizante de Cereja,
levando em conta o tempo de exposi¢do 48 horas com relacdo ao de 24 horas, e
este com relacdo ao controle, verificou-se uma reducdo do indice mitético. Dessa
forma, o aromatizante de Cereja foi citotoxico, pois o indice mitético foi reduzido nas

trés doses.

No gréfico 02, os dados observados para os tratamentos decorrentes da
associacao entre as doses de Aveld e Banana mostraram que nos tratamentos 0,1
ml + 01 ml; 0,2 + 0,2 ml e 0,4 + 0,4 ml, os indices de divisdo celular para o controle e

para o tempo de exposicdo de 24 horas diferiram estatisticamente entre si. Em
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contrapartida, nos tratamentos 0,1 ml + 01 ml; 0,2 + 0,2 ml e 0,4 + 0,4 ml, dos
aromatizantes em associacdo, considerando o tempo de exposicdo 48 horas
confrontado com o tempo de exposicdo 24 horas, ndo houve reducédo do indice
mitético, porém, confrontando aquele com o controle, detectou-se um reducdo do
indice de divisdo celular. Assim, os tratamentos referentes as associagfes entre 0s
dois aditivos aromatizantes promoveram, de forma significativa, efeito

antiproliferativo aos meristemas analisados, mostrando-se, citotoxicos.

Para a associacdo entre o aromatizante de Aveld e o de Cereja, nas trés
doses, (0,1ml+0,1ml; 0,2ml+0,2ml; 0,4ml+0,4ml), houve uma reducdo do indice
mitético, quando comparados 0s tempos de exposicao 24 e 48 horas com o controle.
No entanto, quando comparado o tempo de exposi¢do 48 com o de 24 horas nas
trés doses, verificou-se que o indice de divisdo celular n&o foi reduzido
significativamente. Assim, como o0 indice mitdtico encontrado nos tempos de
exposicdo aos tratamentos com relagéo ao controle, foi alterado significativamente,

essa associacao foi citotoxica.

O resultado obtido para a associagdo entre 0 aromatizante de banana e
cereja, mostra que houve uma profunda reducdo dos indices mitoticos, quando
comparados os dois tempos de exposicdo com o controle. Porém, os indices de
divisdo celular observados para o tempo de exposicdo de 48 horas nas doses
0,1+0,1 ml e 0,4 +0,4 ml deste aditivo foram estatisticamente menores que seus
respectivos indices mitéticos no tempo de exposicdo de 24 horas, sendo mais
acentuados no tempo de exposicdo de 48 horas na dose de 0,4+0,4 ml. Dessa

forma, essa combinagcdo se mostro citotdcica

E importante destacar que os aromatizantes de maneira geral s&o
considerados a classe de aditivos alimentares menos estudada do ponto de vista
toxicologico, com énfase aos aromatizantes doces, nos quais os trabalhos de
toxicidade sao 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
desencadear hiperatividade em criancas com e sem déficit de atengcdo (STEVENS,
2013), diminuicdo significativa na concentracdo de hemoglobina no sangue,

alteracOes drastica no funcionamento hepatico e reducao significativa no peso de
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roedores (HANAN; MONAN, 2013), além de alergias, hipersensibilidade cutanea e
ma digestdo em humanos (ANDERSON et al., 2013).

De forma analoga 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 acao citotoxica 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 acéo
antiproliferativa drastica a células de mamiferos.

No Brasil, a ANVISA (BRASIL, 2007), apesar de ndo citar em documento
guais estudos, quais concentracfes, quais aromatizantes (doce ou salgado),
determinaram tal conclusdo, declara que elevadas doses de aromatizantes
alimentares podem promover agdes irritantes e narcoticas ao organismo, também
podem acarretar toxicidade crénica ao trato digestério a longo prazo sempre que
utilizados de forma indiscriminada. Este 6rgéo regulamentador também ndo informa
guais séo os Limites de Ingestéao Diaria (IDA) ideias para estes aditivos.

Diferentemente das informacfes dadas pela ANVISA (2007), Salinas (2002)
declara que a utilizacdo dos aromatizantes alimentares em geral, em baixas doses,
ndo ocasiona risco a saude humana. Em contrapartida, quando as doses séo
elevadas, este autor relata que os aromatizantes podem originar acdes irritantes,
narcéticas e toxicidade celular crénica a longo prazo, sempre que empregados em
doses superiores as recomendadas. Entretanto, este autor, da mesma forma que a
ANVISA, ndo especifica quais doses sdo consideradas altas ou baixas. Também né&o
discrimina quais aromatizantes possuem esta acao e nem 0s organismos de prova
utilizados na obtencao destas informacoes.

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

Portanto, o teste de A. cepa L foi um screnning inicial de citotoxicidade para
0s aromatizantes de Banana, Avela e Cereja e para uma melhor avaliagdo sobre a

toxicidade destes aditivos € necessario a utilizacdo de variados sistemas de
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avaliacdo, sobretudo os que utilizam animais. Os resultados de toxicidade obtidos
com outros sistemas de avaliacdo somados aos obtidos aqui neste trabalho serédo de
grande auxilio aos orgaos regulamentadores na definicdo ou redefinicdo do IDA

destes aditivos.
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CONCLUSAO

Os aditivos de banana, avelda e cereja, tratados individualmente e em
combinacgédo, nos tempos de exposicdo de 24 e 48 horas, apesar de ndo serem
genotoxico, pois nenhuma das doses avaliadas individualmente e em associacao,
causaram numero de aberrac6es celulares significativo as células dos sistema teste
utilizado, foram citotoxicos, evidenciando com isso, a hecessidade de uma constante
avaliacdo acerca dos aditivos alimentares que compdem o0s alimentos

industrializados.

Os resultados encontrados neste trabalho, servem de alerta para os 6rgéos
regulamentadores, quanto aos danos que o0s aditivos alimentares podem
desencadear em células, como a inibicdo da divisdo celular, enfatizando os

aromatizantes utilizados neste estudo.
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