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RESUMO

Avaliou-se a toxicidade de aromatizantes alimentares de horteld, canela e limdo, em
células meristematicas de raizes de Allium cepa, na forma pura (como sdo
comercializados) e nas proporcgdes 1:1; 1:2 e 1:4 (v:v), ap0s 24 e 48 horas de exposi¢ao;
bem como via teste Artemia salina, nas concentragcbes 1000,0; 500,0; 250,0; 125,0;
62,5; 31,25; 15,62; 7,82 e 3,90 pg-mL*, apds 24 horas de exposicdo. Com base nos
resultados obtidos, em raizes observou-se que 0s trés aromatizantes, em todos 0s
tratamentos e tempos de analises considerados, causaram inibicdo significativa da
divisdo celular. Porém, ndo causaram alteracfes celulares aos meristemas avaliados. As
nove concentracdes analisadas de cada aditivo promoveram 100% de letalidade dos
nauplios avaliados de A. salina. Portanto, nas condicdes de analises estabelecidas para
este estudo, os aditivos de horteld, canela e limdo foram significativamente toxicos aos
bioensaios utilizados.

Palavras-chaves: Aditivos de Aroma e Sabor, Potencial Toxico, Allium cepa, Artemia
salina.



ABSTRACT

Toxicity and genotoxicity of food flavorings of peppermint, cinnamon and lemon were
evaluated in meristematic cells of Allium cepa roots, in pure form (as marketed) and in
1: 1 ratios; 1: 2 and 1: 4 (v: v) after 24 and 48 hours of exposure; as well as via test
Artemia salina, in concentrations 1000,0; 500.0; 250.0; 125.0; 62.5; 31.25; 15.62; 7.82
and 3.90 pg/mL-1 after 24 hours of exposure. Based on the results obtained, in roots it
was observed that the three flavorings, in all treatments and times of analysis
considered, caused significant inhibition of cell division. However, they did not cause
cellular alterations to the evaluated meristems. The nine concentrations analyzed of each
additive promoted 100% of lethality of the evaluated nauplii of A. salina. Therefore,
under the conditions of analysis established for this study, the additives of mint,
cinnamon and lemon were significantly toxic to the bioassays used.

Key words: Food Additive, Toxic Potential, Allium cepa, Artemia salina.
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1 INTRODUCAO

Os aditivos ou microingredientes alimentares tornaram-se obrigatérios na
alimentacdo moderna, sobretudo por sua capacidade em manter por longa data a
qualidade de alimentos comercializados em supermercados (XU et al., 2013; ADAMI;
CONDI, 2016; SALES et al., 2016). Dentre essas substancias, os aditivos de aroma e
sabor tém especial relevancia por conferirem ou reforcarem o aroma e o0 sabor aos mais
variados tipos de alimentos industrializados (KONISHI et al., 2011; SALES et al.,
2017).

Classificados na industria como naturais, sintéticos idénticos aos naturais e
sintéticos artificiais, os aromatizantes alimentares possuem formulacdo complexa,
constituida por uma variedade de compostos quimicos, como diluentes, antioxidantes,
antiespumantes, conservantes, emulsificantes, estabilizantes, reguladores de acidez,
realgadores de sabor, antiumectantes, antiaglutinantes, corantes, e solventes de extracdo
e processamento (BRASIL, 2007; NUNES et al., 2016). Mundialmente, esses aditivos
sdo autorizados para uso pela Food and Agriculture Organization (FAO) (XU et al.,
2011; MARQUES et al., 2015), e no Brasil pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) por meio da Resolugdo RDC n° 2 de 15 de janeiro de 2007
(BRASIL, 2007; SALES et al., 2017).

Apesar de conferirem propriedades organolépticas essenciais aos alimentos
industrializados, muitos aromatizantes ainda ndo tém estabelecidos seus indices de
Ingestdo Diaria Aceitaveis (IDA), uma vez que estudos de avaliacBes toxigenéticas
sobre 0s mesmos sdo escassos na literatura cientifica (XU et al., 2011; KONISHI et al.,
2011; KOCA et al., 2015, MOURA et al., 2016). Dessa forma, verifica-se relevancia na
realizacdo de estudos de avaliacdo de toxicidade e a determinagdo do potencial téxico,
citotoxico, genotoxico, mutagénico e carcinogénico de aditivos de aroma e sabor (XU et
al., 2011; KOCA et al., 2015; MARQUES et al., 2015; SALES et al., 2017). Ademais,
enfatiza-se a necessidade dessas avaliagdes salientando que os tipos mais comuns de
cancer resultam da interacdo entre fatores enddgenos e ambientais, e 0 mais notavel
desses agentes € a dieta alimentar, particularmente quando constituida de alimentos
industrializados em demasia (XU et al., 2011; KOCA et al., 2015; SALES et al., 2018).

Os meristemas de raizes de Allium cepa L. sdo considerados no meio cientifico

um eficiente teste para o scrennig preliminar da citotoxicidade e genotoxicidade de
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compostos quimicos (HERRERO et al.,, 2012; CAMPUS-VENTURA; MARIN-
MORALES, 2016; MARTINS; PERON, 2017). A eficiéncia se d& principalmente em
razdo da espécie A. cepa apresentar nimero cromossémico reduzido (2n=16), o que
permite a deteccdo de distdrbios no indice de proliferacdo celular, e de alteracdes
celulares (NEVES et al., 2014; LEAL et al., 2017). Outro organismo teste relevante para
a avaliacdo inicial da toxicidade é a Artemia salina (Anostraca) (ROSA et al., 2016).
Nauplios dessa espécie sdo utilizados como ensaio bioldgico para avaliar a toxicidade
de diferentes compostos naturais e/ou sintéticos (PAREDES et al., 2016; SILVA et al.,
2017).

Portanto, objetivou-se no presente estudo avaliar, por meio de diferentes
tratamentos, a toxicidade em nadplios de A. salina, e a citotoxicidade e a genotoxicidade
em células meristematicas de raizes de A. cepa, dos aromatizantes, sintéticos idénticos
aos naturais, de horteld, canela e limdo. Esses aditivos foram escolhidos por serem

amplamente encontrados em alimentos doces industrializados.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aditivos alimentares

Aditivo alimentar é todo e qualquer ingrediente adicionado aos alimentos
intencionalmente, sem o propdsito de nutrir, mas com o objetivo de modificar as
caracteristicas ~ fisicas, quimicas, biolégicas ou sensoriais do alimento
(ALBUQUERQUE et al., 2012).

Os microingredientes exercem um papel importante na producdo de alimentos,
seja para sua conservacao e/ou melhorar suas caracteristicas de cor, sabor, textura e
aroma, e estdo sendo frequentemente inseridos na alimentagéo precocemente de forma
demasiada. E evidente a importancia desses ingredientes sob o ponto de vista
tecnoldgico, porém, é necessario estar prudente aos possiveis riscos toxicoldgicos que
podem ser ocasionados pela ingestdo comumente dessas substancias principalmente
pelo publico infantil. (FERREIRA, 2015; TONETTO et al., 2008).

Esses microingredientes se tornaram obrigatorios na alimentacdo moderna,
sobretudo por sua capacidade de manter a qualidade e a validade dos alimentos
vendidos em supermercados assegurando modifica¢Ges nos alimentos, tornando-os mais
agradaveis ao consumo (GOVEIA, 2006).

Segundo More et al. (2012) os aditivos alimentares desempenham diversas

funcBes conforme expresso no quadro abaixo:

Classe de aditivo Funcao
Corantes Coloracéo dos produtos
Aromatizantes (ou | Alteracéo do aroma/sabor

flavorizantes)

Edulcorantes Adocar produtos mesmo em peguena quantidade
Conservantes Ajudar os produtos a ter maior durabilidade
Antioxidantes Evitar que 0leos e gorduras dos alimentos combinem com

oxigénio tornando-se ran¢osos

Antiumectantes Evitar que os produtos secos se humedecam

Espessantes Aumentar a viscosidade de alimentos, geralmente na forma

liquida
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Estabilizantes Promover uma integragdo homogénea de ingredientes como

6leo e &gua, por exemplo, que normalmente se separariam

Umectantes Manter hiimidos os alimentos evitando o seu ressecamento;

Acidulantes Aproximar o sabor dos produtos da acidez da fruta que da

nome ao produto

Antiespumiferos Evitar a formacdo de espumas em alimentos liquidos, durante

seu processo de fabricacdo, ou produto final

Quadro 1 — Classes de Aditivos Alimentares (Adaptado de VALSECHI, 2001). Fonte: Valsechi, 2001.

Os aditivos alimentares, embora sejam muitas vezes imprescindiveis na industria
alimenticia, sdo responsaveis por danos a saude, principalmente quando ingeridos
diariamente em grandes quantidades ou quando apresentam quantidades superiores ao
recomendado pelas autoridades ligadas a alimentacdo e a salde (BRASIL, 2007).
Convém destacar que distintas pesquisas tém mostrado reacfes toxicas incididas pelos
aditivos, quer seja aguda ou cronica, que desencadearam processos alérgicos, alteracdes
neurocomportamentais e, em longo prazo, neoplasias (DI LORENZO et al., 2002;
GUIMARAES, 2010; MOUTINHO; BERTGES; ASSIS, 2007; KONISHI et al., 2011).

2.2 Aromatizantes alimentares

Os aromatizantes alimentares sdo substancias que conferem ou intensificam o
aroma e o sabor dos alimentos, podendo ser subdivididos em esséncia natural, esséncia
sintética, produto aromatico, sapido, volétil, oleoso e extraido de vegetais (LIMA,
2011).

Classificados na industria como naturais, sintéticos idénticos aos naturais e
sintéticos artificiais, caracterizam-se também por possuirem formulacdo complexa,
constituida por uma variedade de compostos quimicos (BRASIL, 2007). Na visdo de
Honorato e Nascimento (2013) estes compostos sdo geralmente agrupados como
saborizantes ("flavorizantes"), que sdo agentes capazes de conferir ou ressaltar o sabor,
compreendendo varios e grandes grupos. S&o amplamente encontrados em alimentos
principalmente doces industrializados, como balas, gomas, sorvetes, mousses, cookies e
bolos. E apresentam grande importancia para a industria alimenticia justamente por sua
capacidade aromatizante, baixo custo e tempo de permanéncia nos alimentos
(SALINAS, 2002).
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A formulagdo quimica complexa dos aromatizantes sdo consideradas um avanco
polémico por alguns pesquisadores, como Carvalho et al. (2009), Pflanzer et al. (2010),
Zaineddin et al. (2010), More et al. (2012) e Honorato et al. (2013), que argumentam
que esses microingredientes contribuem de forma significativa para o empobrecimento
da dieta e no desencadeamento de patologias, principalmente em criancas. Ainda,
pesquisadores como Pflanzer et al. (2010) e Zaineddin et al. (2010), alertam que a
utilizacdo de aromatizantes, com énfases aos artificiais, suscita uma série de davidas
quanto a sua citoxicidade e genotoxicidade.

Estudos recentes demonstraram que 0s aromatizantes alimentares podem ser
toxicos quando utilizados por tempo prolongado, promovendo hiperatividade em
criancas com e sem déficit de atencdo (MORE et al., 2012), diminuicao significativa na
concentracdo de hemoglobina no sangue, alteragcdes drastica no funcionamento do
figado e diminuicdo significativa no peso de camundongos, bem como, alergias,

hipersensibilidade cutanea e indigestdo em humanos (ZEQUIM et al., 2011).

2.3 Regulamentagdes sobre aditivos alimentares

Em ambito mundial, para a utilizacdo de aditivos alimentares de forma
controlada tem-se por base a Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) expressa em miligrama
por quilo de peso corpdreo, que pode ser ingerida diariamente, durante toda a vida, sem
oferecer risco aprecidvel a salde, ou seja, € a quantidade suficiente para obter o efeito
tecnoldgico desejado, desde que ndo alterem a identidade e a genuinidade do alimento
(BRASIL, 2010).

No Brasil a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) é o 6rgdo
responsavel por regulamentar o uso dos aditivos alimentares, esse 6rgdo ressalta que
apesar da grande vantagem de utilizacdo de aditivos em alimentos, existe a preocupacgéo
constante quanto aos potenciais riscos toxicoldgicos decorrentes da ingestdo diaria
dessas substancias quimicas (BRASIL, 2007). Uma vez que, esse 6rgdo ressalta também
que ha a necessidade de constante aperfeicoamento das acGes 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 fabricacdo de alimentos, ja

que sdo amplamente utilizados. Somando-se a isso, 0 uso dessas substancias devem ser
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limitado principalmente aos alimentos utilizados de forma constante, sendo também
necessario mais informacgoes desses aditivos aos consumidores. (BRASIL, 2007).

A FEMA (Flavour and Extract Manufactuer Association) também mencionam
em seus arquivos a necessidade constante de estudos toxicologicos de efeito agudo
envolvendo os aditivos alimentares em geral, e de ser comumente necessario o
aperfeicoamento das acGes de controle sanitario na area de alimentos pretendendo-se
sempre o bem estar de quem os utiliza, e também por serem a base de elaboracéo ou
modificacdo de estratégias de 6rgdos regulamentadores e de profissionais responsaveis

pela vigilancia alimentar e nutricional da populacdo. (KONISHI et al., 2011)

2.4 Sistema teste utilizando Allium cepa

O teste de Allium cepa (cebola) é bastante Util para a pesquisa basica do
potencial genotoxico e citotoxico de produtos quimicos. Além disso, € um teste viavel
pela elevada sensibilidade, baixo custo, rapidez, facilidade de manipulacdo e da
utilizacdo de amostras sem tratamento prévio, determinando-se a diminui¢do do indice
mitotico e da formacdo de aberraces cromossémicas. As vantagens com o teste Allium
cepa ocorrem por conta de diversos fatores como: ser um teste sensivel; apresentar alto
percentual de células em divisdo; cromossomos uniformizados; boas correlagdes com
outros sistemas e testes com mamiferos e humanos; indicador de toxicidade;
investigacOes para poluentes ambientais; toxicidade de compostos quimicos; avaliacdo
de propriedades anticancer; avaliagdo de extratos vegetais para toxicidade,
citotoxicidade e mutagenicidade. (HERRERO et al., 2012).

Uso das raizes meristematicas de A. cepa (cebola), permite a prévia observacdo
de possiveis danos e alteracdes no material genético, bem como a identificacdo de
efeitos toxicos desencadeados ao longo do ciclo celular. Dessa forma, a utilizagdo dos
meristemas de A. cepa trata-se de um método de andlise da toxicidade em nivel celular e
pode ser usado como indicativo para prevenir a populacdo sobre o consumo de produtos
e/ou substancias quimicas (TABREZ et al., 2011; CARDOSO et al., 2014).

Esse modelo biolégico é utilizado, para investigar a genotoxicidade em
conservantes e aditivos alimentares, pois prop6e a demonstracdo de que essas
substancias sintéticas atuam no ciclo celular alterando assim o tempo de proliferagdo
das células. Além disso, € muito importante demonstrar o efeito dos aromatizantes

alimentares encontrados em alimentos que fazem parte do cotidiano da populagéo,
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representando uma forma de alerta-los sobre os riscos de muitas substancias as quais
todos estdo expostos (HERRERO et al., 2012).

Kurés (2006), também relata que esse sistema teste é de facil preparagdo para
analise, porque contém células meristematicas em constante divisdo, tem cromossomos
grandes e em numero baixo (16 cromossomos), além de ser facilmente corados e
observados. Além disso, Takahashi et al. (2004) diz ainda que conhecer os componentes
fisicos, quimicos e bioldgicos que causam alteracBes génicas, é necessario para melhor

preservar a saude humana.

2.5 Sistema teste utilizando Artemia salina

Artemia salina é uma espécie de microcrustaceo da ordem Anostraca,
encontrado em aguas marinhas (CARVALHO et al., 2009). Ela é utilizada em testes de
toxicidade, devido a sua capacidade para formar cistos, praticidade de manuseio, cultivo
e por ser um método rapido e barato, sendo também aplicavel como bioindicador em
avaliaces toxicoldgicas. (FREITAS DE OLIVEIRA et al., 2008; CARVALHO, C. A.
de. et al., 2009). Essa espécie tem sido utilizada em experimentos laboratoriais como
um bioindicador de toxicidade de substancias quimicas, sendo indicado como um
eficiente teste, pois a letalidade desse organismo tem sido utilizada para identificacdo de
repostas bioldgicas, nas quais as variaveis como a morte ou vida sdo as Unicas
envolvidas (MEYER et al., 1982).



18

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencgéo dos aromatizantes

Os aditivos de aroma e sabor dos tipos sintéticos idénticos aos naturais,
comercializados na forma liquida ndo oleosa, de horteld, canela e liméo, foram obtidos
de uma industria de fabricagdo de aditivos alimentares localizada na cidade S&o Paulo,
Estado de Sao Paulo, Brasil, especializada na comercializacdo nacional e internacional

de aditivos alimentares.

3.2 Determinacéo dos tratamentos ou concentragoes.

Nos rotulos dos produtos, sugeria-se utilizar os aromatizantes das seguintes
maneiras: puro, conforme a exigéncia do alimento ou por conveniéncia. Portanto, para a
avaliacdo em meristemas de raizes Allium cepa cada aromatizante foi avaliado: puro
(exatamente como é comercializado) e nas propor¢des 1:1, 1:2 e 1:4 v:v (solucdo
aromatizante: agua destilada). Para as avaliacdes frente as larvas de Artemia salina,
analisou-se 0s microingredientes a partir dos seguintes concentra¢fes: 1000; 500; 250;
125; 62,5; 31,25; 15,62; 7,81 e 3,90 pg-mL ™.

3.3 Avaliacéo da toxicidade em nauplios de A. salina

O teste de toxicidade frente a Artemia salina foi realizado segundo os protocolos
propostos por Meyer et al. (1982) e Paredes et al. (2016). Cistos de A. salina foram
incubados por 24 h em solugdo de sal marinho sintético (30 g. L™) dentro de um
recipiente de vidro equipado com um compartimento escuro e outro com a recep¢ao de
luz artificial. A agua foi mantida a temperatura ambiente, sob agitacdo e aeracao
constante, por um periodo de 48 horas até eclosdo das larvas. Diferentes concentracoes
dos aromatizantes (1000 - 3,6 ug.mL ) foram previamente preparadas em agua salgada.
Com o auxilio de uma pipeta Pasteur as larvas de microcustaceos (n=10) foram
transferidas para tubos de ensaio contendo 3 mL das solugdes. O controle foi feito
apenas com agua salgada. Todos os teste foram realizados em triplicata e 0 nimero de

larvas mortas foram contadas apds 24 horas.
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3.4 Avaliacdo da citotoxicidade e genotoxicidade em células meristematicas de
raizes de Allium cepa L.

Para a realizacdo do bioensaio com A. cepa, bulbos de cebola foram postos em
frascos com &gua destilada, & temperatura ambiente (+ 27°C) que foram aerados
constantemente, até a obtencdo de raizes de 2,0 cm de comprimento. Para a analise de
cada tratamento utilizou-se cinco bulbos de cebola. Antes de colocar os bulbos em
contato com 0s seus respectivos tratamentos, algumas raizes foram coletadas e fixadas
para servirem de controle do préprio bulbo. Em seguida, as raizes restantes foram postas
em suas respectivas solucbes por 24 horas, procedimento denominado de tempo de
exposicao 24 horas. Apos este tempo foram retiradas algumas raizes e fixadas.

Feito tal procedimento, as raizes restantes de cada cebola foram devolvidas aos
seus respectivos tratamentos onde permaneceram por mais 24 horas, 0 que se
denominou de tempo de exposicdo 48 horas. ApéOs esse periodo, raizes novamente
foram coletadas e fixadas. A fixacdo das raizes se deu em Carnoy 3:1 (etanol: acido
acetico) por 24 horas. Em cada coleta, retirou-se, em média, trés raizes por bulbo.
Portanto, todo tratamento foi constituido de trés grupos de andlise, o Controle, 0 Tempo
de Exposicéo 24 horas e 0 Tempo de Exposicéo 48 horas, e para cada grupo analisou-se
um total de 5.000 células, ou seja, mil células por bulbo. O procedimento descrito para a
coleta de dados por meio do sistema teste A. cepa utilizou como parametro os trabalhos
de Gomes et al. (2013), Oliveira et al. (2013), Sales et al. (2016), Campos-Ventura e
Marin-Morales (2016) e Martins e Peron (2017).

3.5 Preparo e leitura das laminas

As laminas, em média 03 por bulbo, foram feitas seguindo o protocolo proposto
por Guerra e Souza (2002). Cada lamina foi corada com duas gotas de orceina acética a
2% e analisada em microscépio dptico, em objetiva de 40x. Para cada bulbo foi
analisadas 1.000 células, totalizando 5.000 células para cada controle e concentracao.
Durante a analise foram observadas células em interfase, profase, metafase, anafase e
telofase. Foi calculado o numero de células em interfase e em divisdo de cada controle e
tempos de exposi¢des e determinado o indice mitético. Também foi avaliada a presenca

de aberracBes celulares como anomalias do ciclo mitotico (metafases colchicinicas,
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pontes anafésicas e pontes telofasicas) e anomalias interfasicas (células micronucleadas
e células binucleadas). Para esta avaliacdo foi analisada 1.000 células de cada controle e

tempo de exposicao.
3.6 Andlise estatistica
A andlise estatistica dos dados referente ao ensaio de A. cepa foi realizada pelo

teste do Qui-quadrado (¥2), com nivel de probabilidade <0.05, por meio do software
estatistico BioEstat 3.0 (Ayres et al., 2007).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base nos resultados apresentados na Tabela 01, verifica-se que os indices
mitoticos obtidos para as células meristematicas de raizes de A. cepa expostas aos
aromatizantes de canela, liméo e hortel&, na forma pura e nas trés proporcdes analisadas,
em 24 e 48h de exposicdo, foram significativamente menores que os indices de divisao
celular observados para 0s seus respectivos tempos de exposi¢cdo Oh. Os indices de
divisdo celular observados para os tempos de analises 24 e 48 h de todos os tratamentos
também demonstraram inibicéo significativa da divisdo celular ao tecido meristematico
quando confrontado aos valores de indices mitéticos obtidos para o controle negativo
(dgua destilada) relacionados aos mesmos tempos de exposi¢do. Nao foram observadas
alteracdes celulares em numero significativo nas células meristematicas expostas aos
tratamentos com os aromatizantes avaliados. Dessa forma, nas condi¢Ges de andlises
estabelecidas para este bioensaio, 0os microingredientes em estudo foram citotoxicos,

porém, ndo genotdxicos.

Tabela 1. indices mit6ticos observados em tecidos meristematicos de raizes de Allium
cepa expostos, nos tempos de exposicdo 0, 24 e 48 horas, aos aromatizantes alimentares
de canela, limdo e horteld, avaliados por meio dos seguintes tratamentos: puro e diluidos
em &gua destilada nas proporcdes 1:1(50%); 1:2(25%); 1:3(1,5%) (v:v). Em cada

tratamento foram apresentados os valores significativos de indices mit6ticos.

TE/IM
(%0)
Confrole negativo Oh 24h 48 h
41.9* 41.7* 41.3%
Aromatizantes
TR 0h 24 h 48 h
Puro 42,1* 7,1 4,8%"
Horteld 50% 40,9 12,1%" 10,3%"

25% 39.9* 14,1 10,1%"
12,5%  40,1*  16,9°" 15,3%"
Puro 39,92 5,1% 2,9%"
Canela 50% 41,3*  10,9*" 8,90"
25% 37,9¢ 10,6 9,4%*
12.5% 40,00 13,1 9,2b"
Puro 39,92 31" 1,70*
Limdo 50% 39,00 9.4%° 7,20*
25% 41,1*  14,1%" 12,9%"
12,5% 40,1* 13,8 11,4°°

lI'E: tempo de exposi(;éo; IM: indice mit6tico; h: hora; TR: tratamento.
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Conforme citado por Herrero et al. (2012), indices mitéticos significativamente
inferiores aos indices dos controles - como o0s observados no presente estudo para 0s
aromatizantes de canela, limdo e horteld - indicam a presenca de agentes cuja agéo
toxica compromete o crescimento e o desenvolvimento dos organismos expostos.
Ademais, esses autores declaram que a inibicdo da proliferacdo celular desencadeada
por compostos citotoxicos em tecidos de intensa proliferacdo celular e com desempenho
normal, como os utilizados nesta pesquisa, é bastante prejudicial ao organismo por
inibir ou limitar a reposicéo de células, alterar a producéo de proteinas e resultar no mal
funcionamento do 6rgdo onde esta localizada. Tais prejuizos, segundo Valavanidis et al.
(2013) e Zilifdar et al. (2014), podem comprometer significativamente a divisdo celular
do tecido ou drgdo afetados e desencadear e/ou potencializar processos cancerosos.

Sobre a condigdo dos aromatizantes terem apresentado em A. cepa potencial
citotoxico, mas ndo genotoxico, Sales et al. (2016) ressaltam que a inibicdo drastica da
divisdo em tecidos normais podem ocorrer pela acdo de agentes que afetam a
integridade do fuso nuclear durante a mitose promovendo significativo desarranjo
cromossémico. Ao considerar que o principio do ciclo celular é a formacéo de células
idénticas, a producdo de novas células com alteracdo significativa na estrutura e/ou no
namero cromossémico tornam o funcionamento celular inviavel e tendem a ser
eliminadas de tecidos com desempenho normal, o0 que pode acarretar efeito
antiproliferativo significativo.

Em relacdo aos resultados de toxicidade obtidos em A. salina, as noves
concentracdes analisadas para os aromatizantes de canela, limdo e limdo causaram
100% de letalidade dos nauplios expostos. Assim, os resultados observados em A.
salina corroboram aos dados de citotoxicidade obtidos em A. cepa.

De acordo com Honorato et al. (2013) os aromatizantes em geral, sdo
considerados a classe de aditivos alimentares menos estudada do ponto de vista
toxicologico, partindo do principio que sdo amplamente utilizados pela populacéo.
Porém, citam que a exposic¢do & longo prazo a estes aditivos sintéticos desencadeiam
hiperatividade em criancas, diminuigdo significativa na concentracdo de hemoglobina,
alteracbes drasticas no funcionamento do figado, perda de peso, alergias,
hipersensibilidade cutanea e ma digestdo em adultos. No entanto, ressaltam que tais

resultados, até o momento, sdo considerados inconclusivos por muitos pesquisadores.
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Diferentemente, Salinas (2002) mostra que a utilizacdo de aromatizantes
alimentares de modo geral, em baixas concentracdes, ndo promove risco a salde
humana. Entretanto, quando as doses sdo elevadas, este autor relata que estes aditivos
causam acdes irritantes e narcoOticas ao ser humano. Em consonancia, com o
Regulamento Técnico sobre Aromatizantes/Aroma e Sabor, aprovado pela ANVISA em
2007, e ainda em vigéncia, a formulacdo de qualquer aromatizante alimentar sintético é
padronizada, sendo de responsabilidade das agéncias de seguranca alimentar a
fiscalizacdo de sua composicdo (BRASIL, 2007). Porém, ndo foi encontrado nos
documentos técnicos das agéncia reguladoras, nos rotulos, nos sites de fabricantes e na
literatura cientifica a composicdo especifica dos aromatizantes de canela, limdo e
hortela.

No entanto, ha trabalhos que evidenciam toxicidade em nivel celular de
constituintes quimicos com acfes diluente e conservante presentes, segundo a
Resolugdo RDC n° 2 de 15 de janeiro de 2007, na formulacéo basica dos aditivos de
aroma e sabor, e que validam os dados obtidos para os trés aromatizantes avaliados no
presente estudo. Entre estes compostos esta o alcool benzoico, responsavel por manter a
uniformidade e facilitar a incorporacdo e dispersdo dos aromas nos produtos
alimenticios. Em andlise a acdo em nivel celular deste diluente, Demir et al. (2010)
verificaram que este alcool promoveu danos significativos ao fuso mitético, e,
consequentemente, a divisdo celular de células de sangue periférico humano.

Outro diluente encontrado na formulacdo dos aromatizantes é o diacetil (2,3-
butadiona). Whittaker et al. (2008) citam que este composto em ensaio de mutacao
génica em linfoma de ratos causou danos significativos ao loci do cromossomo 11
destas células, causando perda de expressdo dos genes para enzima timidina-quinase.
Ainda, More et al. (2012) verificaram que o diluente diacetil teve o potencial de
substituir bases de timina por guaninas em regifes de eucromatina e ocasionar 0
rompimento de pontes de hidrogénio e de dissulfeto em estrutura terciaria de enzimas
envolvidas no processo de divisdo celular. Na composicdo dos aromatizantes
alimentares também sdo encontrados 0s compostos conservantes acido borico, acido
citrico, citrato de potéssio e citrato de sodio (BRASIL, 1999) que, de acordo Tiikoglu
(2007), acarretaram redugdo significativa ao indice de divisdo celular de células de
meristemas de raizes de A. cepa, mostrando-se citotoxicos.

Portanto, verifica-se que embora a utilizacdo dos aromatizantes alimentares seja

permitida pela FAO e ANVISA hé urgente necessidade de esclarecimentos, por meio de
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estudos mais detalhados, a médio e longo prazo, em diferentes sistemas teste, dosagens
e tempo de exposicdo, quanto a toxicidade destas substancias. Ademais, os resultados
obtidos nesta pesquisa, mesmo que preliminares, aliados aos resultados de avaliacdo da
toxicidade em nivel celular de compostos presentes na formulacdo dos aromatizantes
alimentares anteriormente realizados, indicam a necessidade em definir, como por
cromatografia de alta performance, a composi¢do quimica dos aromatizantes de canela,
lim&o e horteld, para assim se determinar com propriedade a toxicidade destes aditivos e

garantir a seguranca daqueles que os consomem.
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5 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos verificou-se que os aromatizantes de canela,
lim&o e horteld foram amplamente citotoxicos aos meristemas de raizes de A. cepa e as
larvas de A. salina, demonstrando que esses produtos apresentam uma toxicidade que

deve ser mais estudada pelos 6rgdos competentes.
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