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APRESENTACAO

A importancia da ciéncia ao longo dos tempos € indiscutivel. Suas inumeras
contribuicbes tém garantido avangos tecnoldgicos que favorecem as transformagdes na
relacdo do homem com o meio em que vive.

Na area farmacéutica nado é diferente, grandes descobertas tém possibilitado o
controle de epidemias, redugéo nos indices de mortalidade e aumento da vida média das
pessoas. Neste contexto, a situagéo vivenciada mundialmente nos convida a refletir sobre
a relevancia do papel da ciéncia na dinamica da vida das pessoas e da sociedade como
um todo.

A coletanea “Farmacia e Promog¢ao da Saude” representa um estimulo para que
pesquisadores, professores, alunos e profissionais possam contribuir com a ciéncia de uma
forma simples e objetiva. O fio condutor que une o conjunto de textos valoriza a dimensao
do conhecimento que emerge das ciéncias farmacéuticas. Estdo reunidas pesquisas de
areas como: tecnologia farmacéutica, farmacotécnica, cosmetologia, farmacognosia,
farmacologia, fitoterapia, controle de qualidade, toxicologia, microbiologia, dentre outros
assuntos de areas correlatas.

Mantendo o compromisso de divulgar o conhecimento e valorizar a ciéncia, a Atena
Editora, através dessa publicacao, traz um rico material pelo qual sera possivel atender
aos anseios daqueles que buscam ampliar seus estudos nas tematicas aqui abordadas.
Boa leitura!

lara Lucia Tescarollo
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Farmacia e Promocgao da Saude 4
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RESUMO Os aditivos excipientes, também
denominados de ingredientes inativos, estao
presentes em grande parte dos medicamentos,
pois além de garantir a estabilidade e
as propriedades  biofarmacéuticas  dos
medicamentos melhoram as caracteristicas
organolépticas e, assim, a aceitacdo dos
medicamentos, principalmente, pelo publico
infantil. O objetivo do trabalho foi avaliar a
toxicidade, citotoxicidade e genotoxicidade
de excipientes aromatizantes de Mentol,
Laranja e Coco presentes em medicamentos
pediatricos. Foi utilizado como sistemas testes
os bioensaios de Allium cepa e Artemia salina,
por se tratarem de metodologias de facil acesso
e eficiéncia comprovada. Os trés aromatizantes
foram citotoxicos e genotdxicos as células de
meristema de raizes de A. cepa. Resultados
que corroboram os encontrados no ensaio com
A. salina, no qual os aromatizantes causaram
mortalidade de 100% dos nauplios de A. salina
em todas as concentragdes testadas, sendo

considerados muito toxicos. Os resultados aqui
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apresentados deixam em alerta as industrias farmacéuticas, no que tange a concentracéo
utilizada desses aromatizantes nos medicamentos pediatricos. Pesquisas que visam avaliar
a toxicidade de tais excipientes presentes em farmacos sao necessarias para garantir a
seguranca de medicamentos infantis.

PALAVRAS-CHAVE: aditivos alimentares, criangas, medicamentos, Allium cepa, Artemia
salina

EVALUATION OF TOXICITY, CYTOTOXICITY AND GENOTOXICITY OF FLAVORING
EXCIPIENTES USED IN PEDIATRIC MEDICINES

ABSTRACT: Excipient additives are also called inactive ingredients and they are present
in most medications, and ensuring stability of drugs, improve their organoleptic properties
and consequently the acceptance of the medications by children. The aim of this study
was to evaluate the toxicity, cytotoxicity and genotoxicity of flavoring excipientes of Mentol,
Laranja and Coco used in pediatric medicines. Two bioassays were performed: Allium cepa
and Artemia salina. These results corroborate those found for the A. salina assay and all
evaluated flavorings promoted 100% mortality of A. salina nauplii for all tested concentrations,
demonstrating toxic. This results alert the pharmaceutical industry, regarding the concentration
of these flavorings in pediatric medicines. Research aimed to evaluate of the toxicity of
flavoring excipientes in drugs is necessary to ensure safety in the medicines for children
KEYWORDS: food additives, children, medicines, Allium cepa, Artemia salina

11 INTRODUCAO

Os aditivos excipientes, também denominados de ingredientes inativos, estao
presentes em grande parte dos medicamentos destinados a humanos e animais. Tais
produtos nao possuem acdo medicamentosa, porém, sdo associados a farmacos com as
funcdes principais de torna-los palataveis e protegé-los contra a agdo de microrganismos
(BARROS et al., 2015). Dentre os ingredientes mais utilizados em medicamentos estdo os
de acdo aromatizante, corante e conservante (ARAUJO; BORIN, 2012).

Descreveu-se por muitos anos esses excipientes como substancias inertes que nao
apresentam agao farmacologica ou toxicolégica, ndo afetando ou interferindo de nenhuma
forma nos efeitos do medicamento e, dessa forma, praticamente nunca eram considerados
quando o paciente apresentava reacdes adversas como alergias. (PIFFERI; RESTANI,
2003; NAPKE, 2004).

A avaliagao dos excipientes utilizados nas formulagdes pediatricas € importante ao
se considerar que os excipientes podem agir com o principio ativo (DOMINGOS, 2010).
Segundo Balbani et al. (2006), Pifferi et al. (2002), Napke et al. (1984) e Heineck et al.
(2004) tais excipientes podem nao ser componentes inertes na formulagao pediatrica, e
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sendo assim podem causar reagdes adversas ao interagir com o farmaco.

Os excipientes de medicamentos para uso interno podem ser: conservantes, corantes,
aromatizantes (flavorizantes), adogantes (edulcorantes) espessantes, emulsificantes
estabilizantes ou antioxidantes. Eles mantém os remédios livres de microrganismos e
adequados ao consumo por mais tempo, além de torna-los palataveis, favorecendo a
adesédo ao tratamento (BALBANI; STELZER; MONTOVANI, 2006). Existe em especial o
grupo dos aromatizantes que possuem propriedades sensoriais que caracterizam cada
sabor e aroma de produtos diversos (MELLO; THOME; LIMA, 2004). Esses ingredientes
sdo usados para melhorar o sabor dos medicamentos. Normalmente s&o segredos
industriais, portanto ndo vém especificados nas bulas. Os flavorizantes podem ser naturais
(6leos essenciais extraidos de plantas e sabores naturais de frutas) ou artificiais (alcoois
aromaticos, aldeidos, balsamos, fenaois, terpenos, etc.) (KUMAR et al., 1993).

De acordo com Polonio e Peres (2009), varios estudos mostram reagdes adversas
aos excipientes, tanto na forma crénica como aguda. Por exemplo, as reacdes téxicas no
metabolismo causadoras de alergias, alteragdo no comportamento e até carcinogenicidade,
que é observadaemumtempo mais prolongado. Lucas (2001) mostra que tais aromatizantes
podem desencadear efeitos indesejaveis por intolerdncia, mecanismo nao imunoldgico
que leva as reagdes anafilactdides e idiossincrasias, ou alergia que € um mecanismo
imunoldgico que pode resultar em hipersensibilidade imediata ou tardia.

No desenvolvimento de medicamentos pediatricos, 0 numero de excipientes e a sua
quantidade numa formulagdo deve ser o minimo possivel, tendo em ateng¢do a garantia
da qualidade do produto, no que diz respeito a sua fungao, estabilidade, palatabilidade,
controle microbiano, uniformidade de dose, entre outros fatores. Quanto a sua escolha,
devem ser tomados em conta os seguintes aspetos: a fungao do excipiente na formulagao
e potenciais alternativos; a aceitagcdo pelo doente, incluindo palatabilidade; a via de
administragao; o perfil de seguranga do excipiente para as criangas na faixa etaria alvo; a
duragao prevista do tratamento e a doenga a ser tratada (EMA, 2013).

As industrias farmacéuticas sao obrigadas a discriminar os ingredientes inativos na
bula dos medicamentos (BRASIL, 2003). Todavia muitos profissionais de saude ndo leem
a bula ou ndo tém nogdes sobre os excipientes ao prescrever medicamentos (KUMAR,
1993). Nos EUA, sao efetuadas mais de 3,5 bilides de prescricdes pediatricas por ano.
Destas, mais de 50% sao de medicamentos que n&o foram sujeitos a ensaios clinicos na
populagdo mencionada; isto €, sem estudos acerca de qual a dosagem adequada, efica
e segura (WERTHEIMER, 2011). Segundo o IMS Health, consultoria norte-americana
especializada na area farmacéutica, em 2011, o mercado farmacéutico brasileiro atingiu
cerca de R$38 bilhdes de reais em vendas e em foram comercializados mais de 2 milhdes
de unidades de medicamentos em 2010. Tais dados mostram o quanto vem crescendo

o numero de farmacos destinados as criangas, tornando cada vez mais importante a

qualidade de produgao desses farmacos.
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O Ministério da Saude, por meio da Anvisa (BRASIL, 2007), declara que, apesar de
imprescindiveis para as industrias farmacéuticas, os ingredientes excipientes levantam
uma seérie de duvidas quanto sua toxicidade em nivel celular, uma vez que, estudos de
avaliagdes de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidades sobre estes compostos
sao praticamente inexistentes na literatura cientifica. Também afirma que estas avaliagdes
sdo essenciais para a elaboragao e/ou modificagdes de documentos que regulamentam o
uso de excipientes em medicamentos. Para Araujo (2012), o emprego desses compostos,
qgquando possivel, em formulacdes destinadas a grupos de risco deve limitar-se aos
estritamente necessarios para manter a qualidade do medicamento e a funcao do farmaco,
de forma a evitar possiveis reacdes adversas.

Os testes de toxicidade sao elaborados com os objetivos de avaliar ou prever os
efeitos toxicos nos sistemas bioldgicos e dimensionar a toxicidade relativa das substancias
(FORBES; FORBES, 1994). O sistema teste Allium cepa L., através das células
meristematicas de suas raizes, € um importante bioensaio utilizado para a avaliacao
inicial de toxicidade de compostos quimicos de interesse. As avaliagdes de citotoxicidade,
genotoxicidade, mutagenicidade, e da agao potencializadora de danos celulares, por meio
deste sistema teste vegetal, sdo de longa data aceitas pela comunidade cientifica, em
razao de que, os resultados obtidos por intermédio desse bioensaio demonstram, em
grande parte das vezes, similaridades satisfatorias aos resultados obtidos em animais e
em cultura de células (TABREZ et al., 2011).

Segundo Hirota et al., (2012), o ensaio de letalidade frente a A. salina € uma
metodologia muito utilizada para avaliar o potencial toxico de extratos e substancias
isoladas. Ela é utilizada em testes de toxicidade aguda devido a sua capacidade para
formar cistos dormentes, sua praticidade de manuseio e cultivo, por ser um método
rapido e barato, aplicavel como bioindicador em uma avaliagao toxicoldgica pré-clinica
(CARVALHO, et al.; 2009). Devido a estas caracteristicas, esta metodologia vém
sendo empregada além da linha de pesquisa em produtos naturais, sendo observada
sua aplicabilidade em areas como sintese de medicamentos, farmacologia, neurologia,
quimica, meio ambiente, ecologia, screening biolégico e outros (HIROTA et al., 2012).

Até o momento, ndo existe na literatura cientifica estudos de toxicidade em nivel
celular de excipientes de aroma e sabor de Mentol, Laranja e Coco. Estes ingredientes
sdao amplamente utilizados na fabricagcdo de medicamentos, principalmente os de uso
infantil. Ainda, sdo associados a farmacos destinados a animais de corte e caes (PAULINO;
DETMAN; SILVA, 2014). Devido a escassez de pesquisa é impossivel saber se modifica
de forma prejudicial a composi¢cdo dos farmacos, de tal forma que acarrete prejuizos a
saude de quem ira consumir.

Assim, o presente trabalho objetivou avaliar a citotoxicidade, genotoxicidade e
toxicidade de excipientes de aroma e sabor de Mentol, Laranja e Coco. Foi analisado a

acao desses excipientes de aroma, em diferentes solugdes e tempos de exposicao, sobre
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a divisdo celular usando como teste de Allium cepa e o microcrustaceo Artemia salina, por
ser metodologias de facil acesso e com resultados relevantes e satisfatorios.

2 | MATERIAIS E METODOS

2.1.0btencao dos aromatizantes

Osexcipientes aromatizantes de Mentol, Laranjae Cocoforamobtidos de umaindustria
de fabricacdo de aditivos excipientes para medicamentos de grande representatividade
no ramo, localizada na regiao sudeste do Brasil.

2.2. Sistema teste vegetal (Allium cepa)

As cebolas (Allium cepa) foram adquiridas de forma comercial, sendo escolhidas as
de tamanho médio. Em seguida foram limpas e colocadas na agua destilada por cerca de
72h em temperatura ambiente (x 27°C), para o crescimento das raizes até mais ou menos
2 cm e meio de comprimento, sendo a agua trocada 2 vezes ao dia, garantindo assim o
crescimento correto das raizes.

Cada excipiente aromatizante foi avaliado nos seguintes tratamentos: puro (sem
diluicdo), e os aromatizantes diluidos em agua destilada nas concentragbes de 50%,

33,3%, 20% e 16,6%. Também foi realizado um controle apenas com agua destilada.

2.2.1. Avaliacdo da citogenotoxicidade dos aromatizantes de Mentol, Laranja e

Coco

Antes de colocar as raizes em contato com a suas respectivas solugdes, algumas
raizes foram coletadas e fixadas para servirem de controle do préprio bulbo, denominado de
tempo de exposigao Oh. Em seguida, as raizes restantes foram postas em suas respectivas
solugdes por 24 horas, procedimento este denominado de tempo de exposi¢ao 24 horas.
Apos este tempo, foram retiradas algumas raizes e fixadas. Feito este procedimento, as
raizes restantes de cada bulbo foram devolvidas a seus respectivos tratamentos onde
permaneceram por mais 24 horas, o que se denominou de tempo de exposi¢ao 48 horas.
Em seguida, raizes novamente foram coletadas e fixadas

A fixacao das raizes se deu em solugao Carnoy 3:1 (etanol: acido acético) por 24
horas. Em cada coleta, retirou-se, em média, trés raizes por bulbo.

Em cada coleta, foi retirado, em média, quatro raizes por bulbo. No preparo das
laminas, utilizou-se 4 radiculas por bulbo, as quais foram hidrolisadas em HCI 1N por 10
minutos. Foram, entdo, lavadas em agua destilada. As raizes das cebolas foram coradas
pela reagao de Feulgen com orceina acética 2%. A regidao meristematica das radiculas foi
fragmentada com o auxilio de agulhas histoldgicas, coradas, e a laminula colocada sobre
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o material.

As laminas, 05 por bulbo, foram feitas seguindo o protocolo proposto por Guerra e
Souza (2002), e analisadas em microscopio Optico em objetiva de 40x. Para cada bulbo
foi analisado 1.000 células, totalizando 5.000 células para cada controle de bulbo, para
cada tempo de exposicao 24 horas e para cada tempo de exposi¢ado 48 horas. Portanto,

para cada tratamento analisou-se um total de 15.000 células.

2.2.2. Analise estatistica

Para a determinagdo da citotoxicidade dos tratamentos realizados, foi apurado o
numero de células em interfase, profase, metafase, anafase e teldéfase. A partir desta
analise determinou-se o indice mitético (IM) através da seguinte equacgao: (numero total
de células em mitose + numero total de células analisadas) x 100. A genotoxicidade foi
avaliada através da frequéncia de alteragdes de fuso mitético

Para a analise estatistica foi realizado o Teste de analise de variancias (ANOVA)
seguido por teste multiparamétrico de Tukey, utilizando o software Bioestat 2.0,

considerando p <0,05.

2.3 Sistema teste animal (Artemia salina)

2.3.1. Cultivo das larvas de A. salina

Os cistos de A. salina foram adquiridos na cidade de Teresina, estado do Piaui, em
loja especializada em produtos para aquario.

Foi preparado uma solugéo salina contendo 25 g de sal marinho e 1000 mL de agua
potavel. Apés ser homogeneizada com um bastao de vidro, a solugéo foi colocada dentro
de um aquario e aerada durante 30 minutos. Posteriormente, foram incubados 0,3 g de
cistos de A. salina, mantendo a agua em agitagao e aeragao constante, com auxilio de um
compressor de aeragao para aquario. A incubacao foi feita durante o periodo de 48 horas.
O aquario foi iluminado por uma lampada fluorescente 10 W (ldampada de LED), sendo
realizado o controle de temperatura para manter a variagdo maxima da solugao entre 25
a 30 °C. O pH foi ajustado entre 8,0-9,0 adicionando-se gotas de uma solugéo 0,1 mol.
L' de NaOH. Apds eclosao, os nauplios de A. salina foram alimentados com ragao de

tartaruga.

2.3.2. Tratamento

Apo6s o periodo de incubagdo, 10 nauplios de A. salina foram transferidos, com
o auxilio de uma pipeta Pasteur, para tubos de ensaio contendo 3 mL das diferentes
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diluigdes dos aromatizantes: 50%, 25%, 12,5%, 6,25%. O controle negativo foi preparado
utilizando apenas solugao salina, utilizado para se ter certeza de que a morte dos nauplios
seria provocada pela toxicidade dos extratos, e n&o por falta de algum recurso durante
a realizacdo do teste. O teste foi feito em quadruplicata para cada concentragdo do
aromatizante.

2.3.3. Contagem das Larvas

Apds 24 horas em contato com o excipiente aromatizante, foi realizado a contagem
do numero de nauplios vivos e mortos, sendo considerados vivos todos aqueles que
apresentassem qualquer tipo de movimento quando observados proximos a uma fonte
luminosa. S6 foram considerados validos os testes nos quais o controle apresentou uma

mortalidade igual ou inferior a 10% da populagao.

2.3.4. Analise dos dados

Os resultados de toxicidade frente a A. salina foram analisados determinando a
porcentagem média de mortalidade em cada uma das concentragdes.

A concentragéo que mata 50% das larvas (CL,,) foi calculada com base na equagao
da reta obtida pela regressédo linear, considerando a correlagdo do logaritmo das
concentragdes e o correspondente percentual de mortalidade. Ao valor de y (ordenadas)
atribui-se a metade das mortes maximas possiveis (n/2), ao resultado de x obtido
(abscissas) aplica-se o antilogaritimo, resultando no valor final da CL,, (BARCELOS et
al., 2017; RAJEH et al., 2012).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1, é apresentado o numero de células em interfase e em diferentes
fases da divisdo celular, e os valores de indice mitéticos obtidos a partir de células dos
meristemas de raizes de A. cepa tratados com agua e com os aromatizantes de Mentol,
Laranja e Coco. Na descricao dos resultados foram apresentados os valores significativo

do Teste de analise de variancias (ANOVA) seguido por teste multiparamétrico de Tukey.

AROMATIZANTE DE MENTOL

PROPORGAO | TE TClI P M A T TCD IM (%)
CO 4148 | 528 | 77 67 180 852a 17,08

PURO 24h 4206 | 453 | 43 35 173 704 14,1°
48h 4301 527 | 53 40 162 699 14,0°

CcO 4251 503 | 40 40 166 749a 15,02
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50% 24h 4376 | 432 | 29 32 131 624p 12,5°
48h 4517 | 348 | 25 27 83 483c¢ 9,7¢

(6]0) 4027 | 529 | 200 | 152 92 973a 19,52

33,3% 24h 4659 178 | 97 34 32 341b 6.8b
48h 4731 143 | 73 24 29 269c 5,4¢

(6]0) 4155 | 532 | 54 65 194 845a 16,92

20% 24h 4332 | 426 | 98 89 55 668b 13,4°
48h 4394 | 398 | 44 34 130 606b 12,1°

CcO 4151 613 | 48 38 150 849a 17,08

16,6% 24h 4287 | 502 | 47 36 128 713b 14,3°
48h 4425 | 380 | 30 24 141 575¢ 11,5¢

AROMATIZANTE DE LARANJA

PROPORCAO | TE | TClI Pl M| A T TCD IM (%)
CO | 4092 |543|234| 111 | 20 908a 18,16°

PURO 24h | 4105 [680 | 142 | 90 | 53 895a 17,92
48h | 4216 | 602 | 44 | 32 | 106 784 15,68°

CO | 4213 |616| 41 | 30 | 100 7874 15,742

50% 24h | 4309 [530| 27 | 25 | 109 691a 13,82
48h | 4408 | 441 | 35 | 21 95 5925 11,84°

CO | 4237 |546| 54 | 41 | 122 763a 15,26°

33,3% 24h | 4326 |[537| 22 | 13 | 103 6750 13,48°
48h | 4337 | 482| 38 | 31 | 112 6630 13,26°

CO | 4004 |573|245| 153 | 25 9964 19,922

20% 24h | 4175 |650 | 40 | 28 | 107 8250 16,50
48h | 4340 |536| 36 | 17 | 71 660c 13,2

CO | 4284 |674| 7 3 32 7164 14,322

16,6% 24h | 4303 [564 | 24 | 24 | 85 6972 13,942
48h | 4495 |420| 24 | 16 | 45 5050 10,1°

AROMATIZANTE DE COCO

PROPORCAO | TE | TcClI P | M A T TCD IM (%)
CO | 4045 |720| 34 | 24 | 177 9554 19,12

PURO 24h | 4051 |[703 | 59 | 40 | 147 949, 18,982
48h | 4188 |651 | 24 | 24 | 113 8125 16,24°

Co | 3978 |730| 68 | 42 | 182 10222 20,442

50% 24h | 4160 |630| 46 | 26 | 138 840b 16,80

48h | 4208 |636| 24 | 20 | 112 792 15,84b
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(610) 4178 701 | 21 17 83 822a 16,442
33.3% 24h 4172 665 | 29 20 114 828a 16,552
270 48h 4186 643 | 43 28 100 814a 16,282
(610) 4218 578 47 23 134 782a 15,642
20% 24h 4075 705 | 47 31 142 925, 18,52
48h 4083 719 | 39 31 128 917a 18,342
(6{0) 4044 569 | 161 72 19,122
16,6% 24h 4082 594 1 110 78 :]]gg g?ga 18,382
a a
48h 4135 669 | 29 22 145 8654 17,3

Tabela 1 - Numero de células observadas para cada fase do ciclo celular em tecido meristematico de
raizes de Allium cepa tratados com agua e com os excipientes aromatizantes sintéticos de Mentol,
Laranja e Coco, nas concentragdes pura e de 50%, 33,3%, 20% e 16,6%, respectivamente, nos tempos
de exposicao de 24 e 48 horas.

TCIl — Total de células em interfase e de células indiferenciadas; TE — Tempo de Exposicao; CO
— Controle; IM — indice Mitético; TCD — Total de células em Divisdo. P-M- A-T_ fases da diviséo
celular. Dentro de um mesmo tratamento, valores de IM seguidos da mesma letra n&o diferem
significativamente ao nivel de 5% pelo teste ANOVA.

A partir dos resultados apresentados na Tabela 01, verificou-se em relagédo ao
aromatizante Mentol que o indice mitotico e o total de divisdes referentes a dose pura no
tempo de exposigao 24 h, nao foi significativo quando comparado com o indice de diviséo
celular observado para o seu respectivo controle. No entanto, o indice de divisdo celular
para o tempo de exposicdo 48 h desta mesma dose foi menor que os indices mitéticos
observados para os seus respectivos controle e tempo de exposi¢cdo 24 h. Em relacao as
concentragoes 50%, 33,3% e 16,6% do mesmo aromatizante, notou-se que houve uma
diferencga significativa do tempo de exposi¢édo 24h como de 48h em relagao ao controle,
e também entre si. A concentracao de 20% se comportou de forma similar a dose pura.

Em relagdo ao aromatizante de Laranja (Tabela 1) as concentra¢des pura, 50% e
16,6% apresentaram diferencga significativa da divisdo celular do tempo de exposi¢cédo 48h
em relacéo aos seus respectivos controles. Nas concentragdes 33,3% e 20% os indices de
diviséo celular nos tempos de exposicao 24 e 48 h foram significativamente menores que
os obtidos para os seus especificos controles. Ainda para a concentracdo 20%, quando
comparamos os indices mitoticos e os totais de diviséo celular do tempo de exposicéo 48
h com os indices de divisao celular do tempo de exposi¢cao 24h constatou-se que também
diferiu estatisticamente entre si.

Para o aromatizante de Coco (Tabela 1) observou-se que, a dose pura do produto ndo
diferenciou estatisticamente em relagéo ao controle no tempo de exposi¢ao 24h, porém
houve uma diferencga significante do tempo de exposi¢ao 48h. Para a concentragao 50%,
houve uma diferenca significativa dos tempos de exposi¢ao 24h e 48h comparando ao
nivel de divisao celular do controle, no entanto comparando entre si ndo ha significancia
Para as concentragdes 33,3%, 20%, 16,6% nao houve diferenga significativa em relagao
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aos tempos de exposicao 24h e 48h.

Os trés excipientes aromatizantes na forma pura mostraram-se citotoxicos as raizes
de A. cepa. O Mentol e Laranja mostraram-se citotoxicos em todas as concentragcdes
testadas e o de Coco néo foi citotdoxico nas concentracdes de20% e 16,6%.

Na Tabela 2, sdo apresentados o numero e os tipos de aberragbes celulares
encontrados em células meristematicas de raizes de A. cepa tratadas com agua e com
os aromatizantes alimentares sintéticos de Mentol, Laranja e Coco. Na descrigao dos
resultados foram apresentados os valores significativos do Teste de analise de variancias

(ANOVA) seguido por teste multiparamétrico de Tukey.

AROMATIZANTE DE MENTOL

Proporgao TE ccll/lI c?r:?ciiarﬁia anPa'?;];ieca te::())(f)ar];ieca Microntcleo birﬁ(illile?da TAC
CO 00 00 00 00 00 01a
Puro 24h 04 03 30 00 00 37b
48h 15 20 33 32 06 106¢
CO 00 00 01 00 00 01a
50% 24h 03 10 10 06 03 32
48h 15 37 36 11 01 100¢
CoO 00 01 00 00 00 01a
33,3% 24h 00 07 03 09 02 21p
48h 08 11 15 20 03 57b
20% CoO 00 00 00 00 00 00a
24h 04 05 10 06 00 25p
48h 14 22 30 20 10 96¢
CoO 00 00 01 00 00 01a
16,6% 24h 05 06 03 06 01 21
48h 11 17 10 09 03 50¢
AROMATIZANTE DE LARANJA
Proporgao TE cg/lli?ct?rﬁia anZ?;];?ca te:?)?a?;?ca Microndcleo birﬁjillilzda TAC
CO 01 00 00 00 00 01a
Puro 24h 03 09 04 14 02 32
48h 04 13 09 21 00 47
Cco 00 01 00 00 00 01a
50% 24h 05 13 17 20 00 550
48h 09 17 25 37 00 88
CO 01 00 00 00 00 01a
33,3% 24h 13 18 07 55 00 25p
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48h 05 27 17 39 01 42

CO 00 00 00 00 00 00a

20% 24h 05 07 12 06 00 30p
48h 11 21 32 09 00 73c

CO 00 01 00 00 00 01a

16,6% 24h 07 04 00 02 06 19
48h 17 18 12 10 04 61c

AROMATIZANTE DE COCO

Proporgcao TE Metgf?s'e Plontt'a Poptg Micronucleo | , . Célula TAC
colchicinica anafasica | telofasica binucleada

CcO 00 00 00 00 00 00a

Puro 24h 04 00 00 00 00 50p

48h 15 49 13 89 00 100c

CcO 00 00 01 00 00 01a

50% 24h 09 72 22 111 03 40p

48h 00 37 59 98 01 75¢

(610)] 00 01 00 00 00 01a

33,3% 24h 00 28 33 171 02 22y

48h 18 20 49 108 00 61c

co 00 00 00 00 00 ?3?:

20% 24h 02 06 05 00 00 B¢
48h 06 11 04 05 00

CcO 00 00 00 00 00 00a

16,6% 24h 01 00 06 00 00 07v

48h 03 07 12 00 00 22¢

Tabela 2 — Numero e tipos de aberragdes celulares observadas em células meristematicas de raizes de
Allium cepa tratadas com agua e com os aromatizantes de Mentol, Laranja e Coco, nas concentragdes
pura e de 50%, 33,3%, 20% e 16,6%, respectivamente, nos tempos de exposicado de 24 e 48 horas.

TE — Tempo de Exposicao; CO — Controle; TAC — Total de Alteragbes Celulares. Dentro de um mesmo
tratamento, valores de TAC seguidos da mesma letra nao diferem significativamente ao nivel de 5%
pelo teste ANOVA.

Os resultados apresentados na Tabela 2 mostram que em todas as concentragdes
dos excipientes aromatizantes de Mentol, Laranja e Coco houve um aumento significativ
do total de alteragcdes cromossémicas nos tempos de exposi¢cao 24h e 48h em relagao
aos seus respectivos controles e entre si. Os aromatizantes de Mentol, Laranja e Coco
mostraram-se genotoxicos.

A inibicdo drastica da divisdo em tecidos normais pode ocorrer pela agao de agentes
que afetam a integridade do fuso nuclear durante a mitose promovendo significativ
desarranjo cromossdmico. Ao considerar que o principio do ciclo celular € a formacgéao de
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células idénticas, a produgdo de novas células com alteragcéo significativa na estrutura
e/ou no numero cromossdmico tornam o funcionamento celular inviavel e tendem a ser
eliminadas de tecidos com desempenho normal, o que pode acarretar efeito antiproliferativo
significativo (SALES et al, 2017).

Convém ressaltar que este foi o primeiro estudo a avaliar e demonstrar toxicidade
em nivel celular para as solugdes aromatizantes de Mentol, Laranja e Coco.

Na Tabela 3, sdo apresentados os resultados obtidos a partir da analise da toxicidade

de excipientes aromatizantes de Mentol, Laranja e Coco frente a nauplios de A. salina.

MENTOL LARANJA COCO
% MORTE %MORTE % MORTE

Controle 0 Controle 0 Controle 0
PURO 100 PURO 100 PURO 100

1:2 100 1:2 100 1:2 100

1:4 100 1:4 100 1:4 100

1:8 100 1:8 100 1:8 100

1:16 100 1:16 100 1:16 100

Tabela 3 - Porcentagem de mortalidade dos nauplios de Arfemia salina frente os aromatizantes de
Mentol, Laranja e Coco, apos 24 horas de exposigao.

Pelosresultados obtidos na Tabela 3, pode-se perceber que emtodas as concentragdes
houve a mortalidade de 100% dos naupilos de A. salina, ou seja, os aromatizantes de
Mentol, Laranja e Coco sao téxicos, corroborando os resultados obtidos pelo sistema
teste A. cepa.

Apesar de serem escassos os estudos sobre a toxicidade em nivel celular
de aromatizantes, sao encontrados trabalhos que demonstraram citotoxicidade,
genotoxicidade e mutagenicidade de alguns dos constituintes quimicos com agdes diluente
e conservante que fazem parte, de acordo com Resolugdo RDC n° 2 de 15 de janeiro de
2007 (BRASIL, 2007), da formulacéo dos Excipientes em geral. Entre estes constituintes
quimicos esta o alcool benzoico, compostos responsavel por manter a uniformidade e
facilitar a incorporacdo e dispersdo dos aromas nos produtos alimenticios. Em analise
a acao em nivel celular deste diluente, Demir et al.,(2010) verificaram que este alcool
promoveu danos significativos ao fuso mitético, e, consequentemente, a divisao celular de
células de sangue periférico humano.

Outro diluente encontrado na formula¢ao dos aromatizantes € o diacetil (2,3-butadiona).
Whittaker et al. (2008) citam que este composto em ensaio de mutagao génica em linfoma
de ratos causou danos significativos ao loci do cromossomo 11 destas células, causando
perda de expressao 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
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guaninas em regides de eucromatina e ocasionar o rompimento de pontes de hidrogénio e
de dissulfeto em estrutura terciaria de enzimas envolvidas no processo de divisao celular.
Na composi¢cdo dos aromatizantes também s&o encontrados os compostos conservantes
acido bdrico, acido citrico, citrato de potassio e citrato de sddio (Brasil, 1999) que, de
acordo Tukoglu (2007), acarretaram reducgao significativa ao indice de divisao celular de
células de meristemas de raizes de A. cepa, mostrando-se citotdxicos.

E importante citar que na formulagdo dos aromatizantes, a tnica classe de compostos
gue possui restricdo de uso normatizada pelos 6rgdos de seguranga alimentar € a de
solventes de extracdo, onde o acido agarico, aloina, beta-azorona, berberina, cumarina,
acido cianidrico, hipericina, pulegona, quassina, safrol e isosafrol, santonina e tuyona
alfa e beta possuem limites maximos toleraveis discriminados em documento (BRASIL,
1999; BRASIL, 2007). Na composi¢cdo dos aromatizantes em geral, 11 sdo as classes de
compostos quimicos encontradas, onde cada uma é formada, em média, por 20 compostos
quimicos, e no qual a maioria nao foi avaliada ainda quanto aos seus potenciais citotoxicos

e genotdxicos, tornando pesquisas nessa area indispensaveis.

41 CONCLUSAO

Os aromatizantes Mentol e Laranja inibiram a divisao celular em todos os tratamentos
constatando citotoxicidade e genotoxicidade frente a Allium cepa. Os resultados do
bioensaio Artemia salina comprovaram que os trés aromatizantes sao toxicos. Os
resultados aqui apresentados deixam em alerta as industrias farmacéuticas, no que tange
a concentragao utilizada desses aromatizantes em suas formulagdes. Pesquisas que
visam avaliar a toxicidade de tais excipientes presentes em farmacos sao necessarias,
para garantir a seguranca dos farmacos destinados ao publico infantil
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