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RESUMO

Objetivou-se na presente pesquisa avaliar a acdo em nivel celular de leites longa
vida, do tipo integral, de seis empresas de reconhecida atuacdo no mercado
brasileiro de alimentos, assim como de outros paises da América do Sul. A avaliagéo
se deu em células meristematicas de raizes de Allium cepa L., nos tempos de
exposicdo 24 e 48 horas, diretamente nos produtos lacteos comercializados. Com
base nos resultados obtidos, verificou-se que todas as amostras de leite reduziram a
proliferacdo celular dos meristemas de raizes, demonstrando, neste estudo,
significativo efeito citotoxico. Ainda, a exposicdo aos leites induziu nas células
meristematicas frequéncia expressiva de alteragbes de fuso mitdtico caracterizando
estes alimentos, nas condi¢cdes de estudo estabelecidas para esta avaliacdo, como
genotdxicos e mutagénicos, respectivamente. Portanto, com base nos resultados
obtidos, conclui-se que as amostras de leite longa vida analisadas causaram
relevante instabilidade genética as células do tecido analisado. Os resultados aqui
obtidos da acdo toxica em nivel celular destes leites longa vida sdo de grande
relevancia em virtude de, até o momento, ndo existirem estudos de toxicidade
publicados envolvendo tais alimentos, bem como dos aditivos alimentares presentes
em sua composigao.

Palavras-chave: leite ultrapasteurizado; divisdo celular; distlrbios de fuso mitético,
tecido meristematico.



ABSTRACT

The objective in the present study to evaluate the action at the cellular level of milk
long life, full type, six of renowned companies operating in the Brazilian market of
food, as well as other countries in South America. The evaluation took place in
meristematic cells roots of Allium cepa L., in exposure times 24 and 48 hours, in milk
products marketed directly. Based on these results, it was found that all the milk
samples reduced cellular proliferation of root meristems, demonstrating, in this study,
significant cytotoxic effect. Still, exposure to milk led to the significant frequency
meristematic cell mitotic spindle changes characterizing these foods, in the
conditions set for it, as genotoxic and mutagenic respectively. Therefore, based on
these results, it is concluded that the samples of UHT milk caused significant genetic
instability of the cells of the examined tissue. The results obtained from the toxic
action at the cellular level of these long life milks are of great relevance because, to
date, there are no published toxicity studies involving such foods and food additives
present in the composition.

Keywords: ultrapasteurizado milk; cell division; mitotic spindle disorders,
meristematic tissue.
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1. INTRODUCAO

O leite bovino é considerado basico na alimentacdo humana por conter
naturalmente e em abundéancia, biomoléculas como agua, glicidios, proteinas,
lipidios insaturados e vitaminas, bem como sais minerais essenciais para o bom
funcionamento do organismo (Taffarel et al., 2015).

Apesar da relevancia nutricional, este alimento é altamente perecivel por
também se caracterizar como um excelente meio para a proliferacdo de
microrganismos indesejaveis que, mediante a liberacdo de toxinas, ocasionam
significativas alteracdes de sabor, odor, coloracdo e, consequentemente, de suas
propriedades nutricionais (Aguiar et al., 2015).

Assim, no intuito de oferecer um produto lacteo saudavel sem contaminantes,
com tempo de validade estendido e sem adicdo de aditivos ou micro ingredientes
conservantes, aromatizantes e corantes, as industrias alimenticias desenvolveram
eficazes métodos de controle de qualidade e conservacdo, como por exemplo, a
técnica Ultra Higth Temperature (UHT), também denominada de ultra pasteurizacédo
(Domaresky et. al., 2010).

O leite cru submetido a este procedimento é comercialmente denominado de
leite UHT ou leite longa vida, que com base na concentracdo de lipidios é
classificado em integral, semidesnatado ou desnatado, e o tipo integral € o mais
consumido pela populacdo (Domaresky et al., 2010; Frata et al., 2014; Souza et al.,
2014).

No Brasil, estes produtos lacteos sdo normatizados pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, através do Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade dos leites longa vida — Portaria n® 146, de 1996 (Brasil, 1996;
Souza et al., 2014). Tal regulamento foi elaborado com base nas determinacdes do
Codex Alimentarius, 6rgdo que regulariza em todo o mundo as normas gerais de
composicdo quimica, seguranca e rotulagem de alimentos (Brasil, 1996; Pflanzer et
al., 2010).

Porém, apesar de ndo se atribuir aos leites longa vida os aditivos
aromatizantes, corantes e conservantes, micro ingredientes cientificamente
comprovados como téxicos em nivel sistémico e celular (Marques et al., 2015; Moura

et al., 2016; Sales et al., 2016) sé&o adicionados a esses alimentos aditivos de acao
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umectante, estabilizante e antioxidante que, dentre outras caracteristicas, tém a
funcdo de preservar a textura e a homogeneidade e garantir a ndo oxidagao do leite,
principalmente, apos aberto para consumo (Aguiar et al., 2015; Taffarel et al., 2015).

Orgdos como o Codex Alimentarius e a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) ressaltam em seus regulamentos técnicos a necessidade
constante de estudos toxicolégicos de efeito agudos de micro ingredientes
alimentares de modo geral, e especialmente dos alimentos acrescidos destes
compostos, uma vez que muitos aditivos alimentares, como os de acdo umectante,
estabilizante e antioxidantes, ndo foram avaliados quanto aos seus potenciais efeitos
citotdxicos, genotoxicos, mutagénicos e carcinogénicos (Gomes et al., 2013; Oliveira
et al., 2013; Marques et al., 2015; Moura et al., 2016; Silva et al., 2016).

Os resultados obtidos das analises toxicologicas sdo a base de elaboracéo ou
modificacdo dos documentos que normatizam a composi¢cao basica e o indice de
ingestéo diaria ou de consumo de alimentos semi-industrializados e industrializados
(Brasil, 2007; Moura et al., 2016; Sales et al., 2016). Entretanto, em uma ampla
busca na literatura cientifica, verificou-se que nao existem trabalhos de avaliacao de
toxicidade de bebidas lacteas ultrapasteurizadas.

Os meristemas de raizes de Allium cepa L. (cebola) sdo considerados no
meio cientifico como um eficiente bioensaio para a avaliacdo da toxicidade aguda
em nivel celular de compostos quimicos em razdo de apresentarem numero
cromossdmico reduzido (2n=16),0 que favorece a deteccdo de alteracbes
cromossOmicas ou clastogénicas, de fuso mitético ou aneugénicas e de disturbios no
indice proliferacdo celular (Neves et al., 2014; Bianchiet al., 2015).

Esse sistema teste é aceito internacionalmente por agéncias de pesquisa
como um instrumento de avaliacdo de acurada sensibilidade para andlise da
citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade de substancia de interesse, uma
vez que, os resultados obtidos por intermédio dele demonstram, em grande parte
das vezes, similaridade satisfatoria a aqueles obtidos via sistemas testes animal e
em culturas de células (Tukoglu, 2007; Herrero et al., 2011; Lacerda et al., 2014;
Tabrez et al.,, 2011; Gomes et al.,, 2013; Oliveira et al., 2013; Campos; Marin-
Morales, 2016; Moura et al.,, 2016, Santana et al., 2016; Campus-Pereira et al.,
2016).
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Mediante o contexto abordado, objetivou-se no presente estudo avaliar, em
células meristeméaticas de raizes de A. cepa, o potencial citotoxico, genotdxico e
mutagénico de leites UHT, do tipo integral, de seis empresas de expressiva
relevancia no mercado de alimentos brasileiro, assim como de outros paises da
Ameérica do Sul.
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2. REFERENCIAL TEORICO

Tendo em vista a problematica a ser pesquisada, pretende-se fazer algumas
reflexdes que ndo se colocam como conceitos ou definicbes acabadas, mas possam
ser uma possibilidade de ampliar e melhor entender os temas aqui tratados. Para tal
pretensdo, faz-se necessario fundamentar alguns termos da nossa pesquisa nos
principios da ANVISA, MAPA, andlises realizadas pelo INMETRO e parcerias, para
conhecermos sobre a fiscalizacao e controle dos Leites e suas principais defini¢des.

Ao passar das décadas, observa-se uma nova forma de alimentar-se gracas
ao avanco da Tecnologia Industrial. Esse desenvolvimento vem fornecer uma forma
conveniente de consumir esses alimentos, onde Fast foods, refeices prontas e de
facil acesso, estdo adquirindo relevancia. (SU, 2012). Considerando esse avanco e
praticidade na forma de alimentacdo, observamos varios produtos que passam a ser
mais utilizados, fabricados Industrialmente do que In natura, citamos, por exemplo,
sucos, chas, leite e iogurtes.

O leite é apontado desde o nascimento como um importante alimento no
ponto de vista nutricional, pois apresenta grande fonte de célcio, onde a importancia
parte das funcdes que vao exercer no organismo do ser humano (TOMBINI et.al
2012) . Caracteriza-se também por ser um alimento versatil, tanto de acordo com a
necessidade e com preferéncia do consumidor.

Reis (s/d) conceitua o leite como sendo a secrecao proveniente das glandulas
mamarias das mamiferas durante processo de lactacdo que ocorre na gestacao,
sendo ele um produto normal, fresco e integral, vindo da ordenha de vacas sadias.
No Ano de 2012 o consumo, consequentemente a producéo do leite alcancou no
mundo a marca de 729,3 milhdes de toneladas, sendo no Brasil encontrado os
principais produtores, fechando ano com 33,054 bilhGes de litros produzidos
(ESTADAO, 2013).

Por causa do aumento desse consumo, surgiu uma maior preocupacao nas
praticas adotadas para obtencao, transporte e conservacao do leite, assim, existem
processos que devem ser feitos ao leite para melhorar a sua qualidade e aumentar o

tempo valido desse produto nas prateleiras (VENTURINI et al., 2007).
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2.1 COMPOSICAO DO LEITE

O leite possui na sua composicdo uma mistura de elementos que sao
proteinas, gordura, carboidratos, minerais e vitaminas dissolvidas na agua,
resultando em um produto de grande valor energético e essencial a manutencao do
equilibrio organico (REIS et. s/d).

Segundo Valsechi (2001), as proteinas se apresentam na forma insoluvel ou
também chamadas de caseinas. Responsaveis pela caracteristica visual do leite e
dos derivados dele. Ja a gordura do leite é chamada de lipideos e é composta por
acidos graxos, que apresentam industrialmente um grande valor, gracas a sua
utilizacdo na confeccdo de varios produtos derivados do leite e conferindo a elas
caracteristicas organolépticas essenciais (MENDES, 2006).

Sendo o principal carboidrato encontrado nessa mistura, a lactose € utilizada
para enriquecer leites modificados e s&o importantes para fornecimento de energia,
contribui positivamente na acdo sobre a flora lactica intestinal, mas também
apresenta pontos negativos, sendo um deles a intolerdncia em pessoas com
deficiéncia em lactase. (Valsechi, 2001).

Reis (s/d) destaca que o grupo dos sais minerais e vitaminas se apresentam
em menor quantidade em comparacdo ao conteldo total do leite, mas essa
guantidade faz com que ele se torne uma grande fonte de calcio, fésforo, ferro e

sendo a vitamina A, a fonte mais fornecida.

2.2 DIFERENTES TIPOS DE LEITE

Como descrito por Stuppiello (2016) o mercado os leites se apresenta de
diversas formas. As principais sdo o Pasteurizado que é quando o leite é levado a
um tratamento térmico que envolve submete-lo a uma temperatura de 72°C a 75°C
graus por 15 a 20 segundos. Leite UHT ou longa vida que € homogeneizado e
submetido a uma temperatura de 130 a 150°, entre 2 e 4 segundos, e imediatamente
resfriado a uma temperatura inferior a 32°C. Esse choque térmico permite eliminar
bactérias resistentes e assim as propriedades do leite sdo conservadas sem

refrigeracdo. A embalagem, na qual esse leite fica armazenado, é asséptica.
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Segundo SOUZA (2014), logo ap6s aberta, recomenda-se 0 armazenamento na
geladeira e consumo em até 3 dias (esse prazo varia de acordo com o fabricante).
Acrescenta-se também o Leite fortificado que passa por um tratamento feito
com rapido resfriamento que ocasiona perca de alguns nutrientes, o Leite em po6
que € o leite que passa por tratamentos de concentracdo e secagem. Esse leite €
obtido por desidratacdo do leite de vaca. Cada diferente tipo de leite, pode se
apresentar na forma de Leites Integrais (com mais vitaminas e sem passagem pelo
processo de retirada da gordura natura), Leite semidesnatado (possui menos
gorduras quando comparado ao integral. Versdo com lipidios e mesmas quantidades
de célcio e proteinas) e Leite desnatado (reducdo considerada da quantidade de

gordura).

2.2.1 LEITE UHT OU DE LONGA VIDA

Na visdo de Porto (1997) o leite UHT (Ultra-Alta Temperatur, UAT) é um leite
homogeneizado que passou por um aquecimento mediante um processo térmico de
fluxo continuo, imediatamente resfriado e envasado sob condi¢cdes assépticas em
embalagens estéreis e fechadas. Nesse processo ocorre eliminacdo de todos os
patogénicos e da maioria dos deteriorantes (no processo nao destréi esporos).

Esse tipo de leite, que encontramos nas prateleiras, de grande consumo e
facil transporte, deve seguir normas sobre quais produtos devem entrar na sua
composi¢cdo. A Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria é
quem dita essas normas através do regulamento técnico que aprova o uso de
aditivos alimentares, estabelecendo suas fun¢des e seus limites maximos para a
categoria de alimentos 01 — leite e produtos lacteos. (ANVISA, 2000). O regulamento

destaca que s6 é permitido o acréscimo dos seguintes aditivos:
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Tabelal: Aditivos alimentares permitido no leite UHT com seus limites

1.1.3. Leite Esterilizado e Leite UHT (LIAT)

ESTABILIZANTE
331 iii Citrato de sodio, citrato trissadico guantum satis
3391 Fosfato monossodico, fosfato de sodio monobasico, 0,10 {como Fyk)

monossadio dihidrogenio monofosfato

339 i Fosfato dissodico, fosfato de sodio dibasico, dissodio 0,10 {como Palks)
hidrogénio monofosfato

339 iii Fosfato trissddio, fosfato de sddio tribasico, trissddio 0,10 jcomo Pals)
monofosfato

Fonte: www.anvisa.gov.br

2.2.1.1 PROCESSAMENTO DO LEITE UHT

Na formacao do leite industrializado € preciso seguir etapas para resultar no
produto esperado. Tais etapas sdo: Ordenha, onde deve ocorrer a coleta do leite,
mas antes disso, a lavagem das tetas e secagem com toalhas descartaveis sao
necessarios. Esse leite deve ser coado em recipiente apropriado e refrigerado numa
temperatura de 7°C em até 3 horas (VIEIRA, 2010).

A Recepcédo que é feita com o transporte do leite para o laticinio em
caminhdes dotados de paredes isotérmicas (SILVA et al.,, 2012). Conforme Vieira
(2010), amostras de leite sdo coletadas para analises e logo apés transferidas para
o tanque de expansao (ou tanque de resfriamento) onde é submetido a uma primeira
filtrac&o.

Uma proxima etapa é a Padronizacdo do leite, com objetivo de obter um
produto com composi¢ao quimica definida (VENTURI; SARCINELLI; SILVA, 2007).
Esse leite vai em seguida Pasteurizar, ou seja, aquecer em uma determinada
temperatura, visando eliminar patdégenos e reduzir bactérias deterioradoras, e um
resfriamento para aumentar a vida util do leite. (CAMPANHOLA, 2005).

Passa também por processos de Homogeneizacao (reducéo do tamanho dos
glébulos graxos, evitando portando a separacdo da gordura (VENTURI,
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SARCINELLI; SILVA, 2007)). E, por fim, Envase e Armazenamento, nesses
processos, o0 leite deve ser refrigerado, embalado e estocado em camaras
refrigeradas (ZANOLA, 2009).

O MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento) é o 6rgdo
responsavel pela fiscalizacdo da fabricacdo dos produtos de origem animal,
incluindo o leite, conforme disciplina a Lei n. 1283, de 18 de dezembro de 1950, em
seus art. 1° e 3°. A fiscalizacdo desses produtos no comércio é feita pela ANVISA e
pelos 6rgaos de Vigilancia Sanitaria, conforme art. 3° e art. 4° da Lei 1283/50.

Uma das leis de fiscalizacdo desses produtos é a Lei n°® 9.832, de 14 de
setembro de 1999 da Anvisa, que ressalta o uso adequado das embalagens
alimenticias. O referido alerta que o uso industrial de embalagens metalicas
soldadas com liga de chumbo e estanho para acondicionamento de géneros

alimenticios, exceto para produtos secos ou desidratados € proibido.

2.2.1.2 CONTROLE DE QUALIDADE

Apesar de passar por um processo rigoroso na producéao do leite UHT, este
continua a ser um excelente local para o desenvolvimento de microrganismos, assim
a qualidade em que é apresentado deve ser uma preocupacao para a populacao
(SANTOS et.al, 2013).

Para que seja entdo consumido, ndo s6 as boas condicbes de manejo e
higiene fazem-se relevante. As caracteristicas fisico-quimicas que vao conferir ao
produto sabor, odor, textura e qualidade sao imprescindiveis, bem como servir de
indicador para serem analisadas as condicbes em que o leite foi extraido,
processado ou comprovar alteracéo por fraude. Todos os parametros do controle de
qualidade sédo encontrados na Instrucdo Normativa n° 62 (SILVA et al., 2012).

As principais condi¢cdes que devem ser verificadas séo a Acidez do leite que
de acordo com Fiemg (2010) no teste de acidez pode ser visualizada a elevada
acidez do leite; indice de mastite do rebanho elevado; vacas préximas da secagem
ou recém-paridas; e excesso de calcio e magnésio em relacéo a fosfato e citrato.

O leite acido demais ndo resiste a tratamentos térmicos utilizados por
industrias, sendo entdo uma importante caracteristica a ser controlada, a acidez do

leite varia de 14 a 18°D (graus Dornic). A Temperatura em que o leite é


https://www.google.com.br/search?q=imprescind%C3%ADveis&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwjiuoubjqrMAhVGg5AKHeHMAOcQvwUIGigA&biw=1024&bih=639
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conservado que deve ser 4°C, podendo chegar no maximo até 7°C, dentro de duas
horas depois da ordenha, e menor que 10°C, durante a adicdo de leite da ordenha
consecutiva (SILVA; SILVA; FERREIRA, 2012).

Outra condicédo a ser verificada é o Nivel de gordura é o limite de teor da
matéria gorda g/100g é de no minimo 3,0g e em porcentagem €& 3,5%. Na
determinacdo da gordura é possivel verificar se o leite foi fraudado. Essa verificacao
€ possivel ser realizada através de testes quimicos e eletrénicos (VENTURI;
SARCINELLI; SILVA, 2007).

Somando a Densidade, que deve ser analisada através de um célculo feito
levando em consideragédo o peso e 0 seu volume, geralmente em uma temperatura
de 15° C (VENTURI; SARCINELLI; SILVA, 2007). A verificacdo da densidade é
muito utilizada em pesquisa de fraude por adicdo de agua ou desnate na
propriedade. (SILVA; SILVA; FERREIRA, 2012). E por fim o indice crioscépico que
relaciona-se a medicdo do ponto de congelamento ou da depressdo do ponto de
congelamento do leite em relacdo ao da agua. O seu limite € de 0,5120°C. Uma das
principais e mais frequentes falsificacbes que ocorrem no leite € a aguagem.
(EIZENDEHER, s/d). A tabela a seguir demonstra outros requisitos basicos para
testar a qualidade do leite:
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Tabela 2: Requisitos basicos sobre caracteristicas de qualidade a serem avaliadas em leite.

Leite Semi ou

- Leite Parcialmente Leite
Requisitos
Integral Desnatado
Desnatado
Matéria Gorda % | ]
Min. 3,0 0,6a29 Max. de 0,5
m/v
Acidez g ac.
. 0,14a0,18 0,14a0,18 0,14 a0,18
latico/100ml
Estabilidade ao ) ) )
Estavel Estavel Estavel
etanol 68% (v/v)
Extrato seco
desengordurado % Min. 8.2 Min. 8.3 Min. 8.4
(m/m)
FONTE: Ministério da agricultura e abastecimento.

http://www.saocaetanoprojetos.com.br

Métodos de

Anélises

FIL 1C: 1987

AOAC 15° ed.
947.05

FIL 48: 1969

FIL 21B: 1987

Disponivel em

Avaliado as suas principais caracteristicas, o leite UHT (Ultra Higth

Temperature) deve ser colocado em materiais com condigdes previstas e aceitas de

armazenamento e que garantem a qualidade da sua embalagem e uma protecao

contra possiveis contaminacgoées.

2.3 CONSEQUENCIAS DA UTILIZACAO DO LEITE INDUSTRIALIZADO

Ao passo em que a indastria procura se assemelhar ao maximo as

caracteristicas gerais do leite in natura, existe estudos que comprovam grandes

propriedades que sO o leite industrializado pode apresentar. No dizer de Gil (2016), o

leite que se encontra nas prateleiras € pasteurizado, homogeneizado e clareado.

Logo ap6s esse processo, resta apenas um liquido com enzimas desativadas,

acucar modificado e proteinas desnaturadas.


http://www.saocaetanoprojetos.com.br/
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A referida autora fala que em relacdo as suas enzimas, quando o leite é
pasteurizado, a enzima fosfatase € destruida. Esta ajuda no processo de absor¢ao
do célcio e assim o industrializado impede com que o0 organismo absorva o calcio. Ja
falando sobre o aclcar, em altas temperaturas a lactose € aquecida e transformada
em beta-lactose (agucar absorvido pelo organismo mais rapidamente que a lactose).
Essa beta-lactose, nesse caso, funciona muito semelhante a sacarose elevando as
taxas de glicose no sangue.

Durante esse processo, Gil (2016) aborda o tema Proteinas e fala que
algumas delas presentes no leite tém sua estrutura original modificada e 0 nosso
organismo passa a tratar essa proteina como substancia estranha. Outro problema
bastante pertinente € quanto a qualidade em que o leite chega as mesas. Como ja
abordado, o leite UHT deve passar por uma série de cuidados no processamento e
estocagem dele.

Em uma reportagem que foi ao ar no programa Globo Reporter, da Rede
Globo de Televisao, ouve a divulgacdo de uma pesquisa realizada pelo Programa de
Qualidade Leite Brasil. Essa pesquisa demonstrou que em alguns estados como Rio
de Janeiro, Rio Grande do Sul e Sédo Paulo, tinha problemas na temperatura de
armazenamento. Cerca de 40% dos pontos que foram verificados encontraram
anormalidades no armazenamento, onde estavam em temperaturas acima dos 10° C
recomendados.

O que traz muita preocupacao também guanto aos leites industrializados é a
adulteracao e utilizacdo de conservantes que afetam a salde dos consumidores.
Mesmo os produtores afirmando que o leite ndo necessita de qualquer tipo de
conservante, pois a tecnologia utilizada na producdo e a estocagem adequada
livram o leite de qualquer contaminacédo, existem alguns estudos que demonstram
que a ocorréncia de adulteracdo nao € inviavel.

Um Informe técnico de n° 53, Disponivel em: (www.Anvisa.gov.br) esclarece
0S riscos a saude que as substancias ureia e formol podem trazer e sua adicdo ao
leite. Nesse informe, destaca uma denuncia onde ocorreu adulteracdo de leite com
essas substancias e o inicio de uma operacgéo para investigar o ocorrido no estado
do Rio grande do Sul. A adulteracéo era caracterizada pela adicdo de ureia agricola
e o formaldeido. O objetivo era aumentar o volume do leite com agua e manter os

padrdes do leite.
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Além de adulteracdo com conservantes, 0s produtores podem acrescentar,
nesses alimentos, aditivos de acdo umectante e estabilizante, que tém a funcéao de
preservar caracteristicas organolépticas, principalmente apos estes alimentos serem
abertos para consumo. (Aguiar et al., 2015; Taffarel et al., 2015).

Por esses motivos as agéncias de vigilancia alimentar, como o Codex
Alimentarius e a European Food Safety Authority (EFSA), ressaltam a necessidade
de estudos toxicolégicos em geral. Mas, em uma busca a literatura cientifica,
verificou-se que ndo existem trabalhos de avaliacéo de toxicidade, em nivel celular e
sistémico, de bebidas lacteas ultrapasteurizadas.

Para analisar os possiveis problemas que estes podem causar, utilizam-se
meristemas de raizes de Allium cepa L. (cebola), que sdo considerados no meio
cientifico como um eficiente bioensaio para a avaliacdo da toxicidade aguda em
nivel celular de compostos quimicos por apresentarem ndmeros cromossdmicos
reduzidos (2n=16), o que favorece a deteccdo de alteragcbes cromossomicas e de
fuso mitético (Neves et al., 2014; Bianchiet al., 2015).

Além disso, esse sistema teste € aceito internacionalmente por agéncias de
pesquisa como um instrumento de avaliagdo de apurada sensibilidade para andlise
da citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade de substancia de interesse.
(TUkoglu, 2007; Herrero et al., 2011; Tabrez et al., 2011; Gomes et al., 2013; Oliveira
et al., 2013; Campos; Marin-Morales, 2016; Lacerda et al., Sales, 2014; Moura et al.,
2016, Santana et al., 2016; Campus-Pereira et al., 2016).

Com base no que foi abordado € importante que seja analisado o potencial
citotéxico, que segundo o BCRJ (Banco de células do Rio de Janeiro) é a
capacidade de um material promover alteracdes em nivel metabdlico nas células
podendo resultar ou ndo na sua morte, o potencial genotéxico que Kolling et.al (
2006) denomina como a capacidade que substancias tém de provocar alteragcdes no
material genético. Essas alteracdes podem ser responsaveis pelo surgimento de
algumas doencas como, por exemplo, o cancer e doencas hereditarias, e o potencial
mutagénico, que é a capacidade de qualquer substancia, material ou agente de
aumentar ou até mesmo induzir o aparecimento de muta¢gdes no organismo, em
leites UTH com grande procura no mercado por meio de células meristematicas de

raizes de A. cepa.
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3. MATERIAIS E METODOS

Como materiais, foram utilizadas amostras de leites UHT, as oriundas das
companhias Piracanjuba®, Embaré®, Goiaisminas®, Parmalat®, CBL Alimentos S/A®
e LacelLaticinios® - denominadas adiante de A, B, C, D, E, F, respectivamente. As
amostras foram adquiridas em mercado varejista na cidade de Picos, Piaui, Brasil.
Teve-se o cuidado de verificar se os produtos lacteos estavam dentro do prazo de
validade e se suas embalagens ndo estavam violadas ou danificadas. As analises de
toxicidade foram realizadas diretamente nos leites comercializado nas embalagens.

Os bulbos de cebola foram colocados em frascos aerados com &agua
destilada, a temperatura ambiente (x 27°C), até a obtencado de raizes de 2,0 cm de
comprimento. Para analise de cada amostra de leite estabeleceu-se um grupo
experimental com cinco bulbos de cebola. Antes de colocar as raizes em contato
com a suas respectivas amostras de leite (tratamentos), algumas raizes foram
coletadas e fixadas para servirem de controle do proprio bulbo. Em seguida, as
raizes restantes foram postas em seus respectivos tratamentos por 24 horas,
procedimento denominado de tempo de exposicdo 24 horas.

Ap6s 24 horas 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, 0 que se
denominou de tempo de exposicdo 48 horas. Apds este periodo, raizes novamente
foram coletadas e fixadas. Os tempos de exposicao 24 e 48 horas, foram escolhidos
com o intuito de avaliar a acao dos leites longa vida em mais de um ciclo celular. A
fixacdo das raizes se deu em Carnoy 3:1 (etanol: acido acético) por 24 horas. Em
cada coleta, retirou-se, em média, trés raizes por bulbo.

As laminas, em média 03 por bulbo, foram feitas seguindo o protocolo
proposto por Guerra e Souza (2002), e analisadas em microscopio 6ptico em
objetiva de 400x. Para cada bulbo de cebola analisou-se 1.000 células, totalizando
5.000 células para cada controle, tempo de exposicdo 24 horas e tempo de
exposicao 48horas de cada grupo tratamento em analise. Assim para cada amostra
de leite analisou-se um total de 15.000 células. Foram observadas células em

interfase, profase, metafase, anafase e teléfase. Para o calculo do indice mitético
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(IM) utilizou-se a seguinte equacédo: (numero total de células em mitose + ndmero
total de células analisadas) x 100.

Avaliou-se também a toxicidade das amostras de leite através da frequéncia
de micronucleos ou de efeitos clastogénicos e de metafases colchicinicas, pontes
anafasicas e telofasicas, amplificacbes génicas, células com aderéncias, brotos
nucleares e anafases multipolares, denominadas de alteracdes aneugénicas ou de
fuso mitdtico. Para a andlise estatistica dos dados, utilizou-se o teste do Qui-

quadrado (x?), com nivel de probabilidade <0.05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 3 sdo apresentados os resultados de proliferacdo celular em
tecidos meristeméticos de raizes de Alium cepa expostos, por 24 e 48 horas, a leites
UHT provenientes de seis diferentes empresas alimenticias — referidas como A, B,

C, D, E, F. Em cada tratamento foram apresentados os valores significativos de x°.

Tabela 3: Resultados de proliferagdo celular em tecidos meristematicos de raizes de Alium
cepa expostos, por 24 e 48 horas a leites UHT.

DADOS INDICE MITOTICO

Empresa TE TCII P M A T TCD IM(%)
cO 3943 513 232 150 162 1057 21,4%

A 24 h 4749 150 40 29 32 251 5P
48 h 4955 42 03 00 00 47 0,9°

CcO 4363 198 200 186 53 637 12,72

B 24 h 4859 49 29 32 31 141 28°
48 h 4967 29 04 00 00 33 0,7

cO 3702 1004 135 105 54 1298 26,0

C 24 h 4492 304 91 94 19 508 10,2°
48 h 4819 152 29 00 00 181  36°

cO 3901 841 109 78 71 1099 22,0

D 24 h 4655 199 74 31 41 345 6,9°
48 h 4976 24 00 00 00 24 0,5°

cO 4282 280 243 108 78 718 144°

E 24 h 4850 44 39 54 13 150 3,0°
48 h 4979 21 00 00 00 21 0,4°

coO 3984 655 180 90 91 1014 203?

F 24 h 4816 81 41 53 09 184 37b
48 h 4973 27 00 00 00 27 0,5°

FONTE: Dados da pesquisa realizada.

Piracanjuba®, Embaré®, Goiaisminas®, Parmalat®, CBL Alimentos S/A® e
LacelLaticinios®;TCIl — Total de células em interfase e indiferenciadas; TE — Tempo de
Exposicdo; CO — Controle; IM — indice Mitético; TCD — Total de células em divisdo; TCA —
Total de Alteracbes Celulares; Valores de IM seguidos da mesma letra dentro de um mesmo
tratamento nao diferem significativamente entre sipelo teste x?, ao nivel de 5%.
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Os resultados apresentados na Tabela 3 mostram que todas as amostras de
leite longa vida causaram expressiva reducdo no indice de divisdo celular dos
meristemas de raizes, nos tempos de exposicdo 24 e 48 horas, quando
confrontados aos indices mitdticos observados para seus respectivos controles.

Da mesma forma, quando confrontados entre si, os indices de divisdo celular
obtidos para os tempos de exposi¢ao 24 e 48 horas de cada amostra, verificou-se
inibicdo estatisticamente significativa da proliferacéo celular. Assim, considerando os
resultados apresentados na Tabela 03, pode-se inferir que os leites longa vida
avaliados, nas condigcbes de andlises estabelecidas, promoveram citotoxicidade
significativa ao sistema teste utilizado, condicdo que se acentuou ainda mais e de
forma significativa com o aumento do tempo de exposicao.

O potencial citotbxico de compostos ou substancias quimicas pode ser
determinado pelo aumento ou diminuicdo do indice mitético dos tecidos expostos a
eles (Fernandes et al., 2007). De acordo com Carita e Marin-Morales (2008), indice
mitéticos inferiores ao controle negativo indicam a presenca de agentes cuja acao
toéxica compromete o crescimento e o desenvolvimento dos organismos expostos.

Complementando a ideias dos autores acima citados, Gomes et al. (2013),
Marques et al. (2015), Sales et al. (2006) e Moura et al. (2016) declaram que a
inibicdo da proliferagédo celular desencadeada por compostos citotoxicos em tecidos
de intensa proliferacdo celular e com desempenho normal ou sem alteracdes
celulares, como os utilizados nesta pesquisa para avaliacdo da toxicidade de leites
UHT, é bastante prejudicial ao organismo, uma vez que possuia propriedade de
inibir ou limitar a reposicdo de células, alterar a producdo de proteinas e,
consequentemente, resultar no mal funcionamento do 6rgdo onde esta localizada
(Gomes et al., 2013; Marques et al., 2015; Sales et al., 2016; Moura et al., 2016).

Na Tabela 04 sao apresentados os resultados de alteracdes de fuso mitético,
representadas no presente estudo pelas metafases colchicinicas, pontes anaféasicas
e telofasicas, anafases multipolares e microndcleos, decorrentes da exposi¢do de
raizes de Allium cepa a amostras de leite longa vida de seis diferentes companhias

alimenticias.
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Tabela 4 - Numero de alteracbes celulares em tecido meristematico de raizes de Allium
cepa expostos, por 24 e 48 horas, a amostras de leite longa vida de seis empresas
alimenticias — referidas como A, B, C, D, E, F. Em cada tratamento foram apresentados os
valores significativos de x°.

. Pontes Anafase
Empresa TE Metafase - cicicasftelofasica Multipolar — Microndcleo  TAC
colchicinicas S
CO 00 00 00 01 012
A 24h 13 09 11 29 62°
48h 00 00 00 01 01?2
co 00 01 00 00 01°
B 24h 08 09 14 13 44°
48h 00 00 02 00 022
co 00 01 00 00 01°
C 24h 13 09 19 10 51°
48h 00 00 00 03 032
01 00 00 00 a
D co 04 11 11 13 Olb
24h 00 00 00 01 39
48h 012
01 00 00 00 a
E co 08 09 00 16 Olb
24h 00 00 02 00 33
48h 022
01 00 00 00 a
F €O 13 07 10 09 Olb
24h 00 00 00 01 39
48h 012

FONTE: Dados da pesquisa realizada

Piracanjuba®, Embaré®, Goiaisminas®, Parmalat®, CBL Alimentos S/A® e Lacellaticinios®;
CO - Controle; TE — Tempo de Exposi¢cdo; TCA: Total de alteragBes celulares. Valores
seguidos da mesma letra dentro de um mesmo tratamento ndo diferem significativamente
entre si pelo teste X%, ao nivel de 5%.

A partir dos resultados apresentados na Tabela 04, verifica-se que todas as
amostras de leite longa vida analisadas, para o tempo de exposicdo 24 horas,
induziram em numero significativo alteracdes celulares no tecido meristematico das
raizes.

Todavia, para todos os produtos lacteos analisados, o niumero de alteracbes
observadas para o maior tempo de exposicdo foi estatisticamente menor aos
resultados obtidos para os seus especificos tempo de exposicdo 24 horas. A
reducdo das alteracOes celulares observada para o maior tempo de exposi¢céao

corrobora aos resultados de proliferacao celular apresentados na Tabela 03, uma
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vez que, todas as amostras de leite reduziram drasticamente a divisdo celular no
tempo de exposicao 48 horas.

Ainda, os produtos lacteos UHT analisados, no tempo de exposicdo 24 horas,
induziram a formacédo de metafases colchicinicas ou C-metafases nas células dos
meristemas, principalmente no tempo de exposicdo 24 horas (Tabela 02). A
presenca significativa de alteracdo de fuso mitético demonstra que os alimentos
avaliados foram genotoxicos a células das raizes. Segundo Aissa et al. (2012), a
ocorréncia destes disturbios em tecidos expostos a agentes genotoxicos
demonstram que tais compostos afetam principalmente a integridade do fuso
nuclear, ocasionando assim o nao alinhamento correto dos cromossomos na placa
equatorial durante a mitose e impedindo que as células avancassem normalmente
no ciclo celular.

Também foram observadas para o0 menor tempo de exposicdo anafases com
pontes, anafases multipolares e tel6fases com pontes (Tabela 04). De acordo com
Fernandes et al. (2007), as pontes evidenciadas em células em anafase e/ou
telofase ocorrem pela acdo de agentes quimicos que afetam significativamente o
funcionamento do fuso mitético durante a divisdo nuclear, fazendo com que, entre
outras caracteristicas, cromossomos inteiros fiquem a deriva ao final da divisdo
celular.

Ja Leme e Marin-Morales (2008) ressaltam que as anafases multipolares séo
decorrentes também do mau funcionamento do fuso ocasionado por agentes
genotoxicos, que desencadeia uma distribuicdo irregular dos cromossomos durante
a segregacdo das cromatides. Ademais, os leites ultrapasteurizados também
induziram, em virtude das alteracdes de fuso mitéticos mencionadas, frequéncia
expressiva de micronucleos (Tabela 04). Fernandes et al. (2007) citam que tais
alteracOes, caracterizadas pelas perdas de cromatina, sdo formadas durante a
teléfase quando o envoltério nuclear é reconstituido nas células filhas.

De acordo com Leme e Marin-Morales (2008), a presenca expressiva de
alteracdes de fuso mitotico, como a observada aqui pela agéo dos leites longa vida
sdo consideradas como um importante parametro de genotoxicidade e
mutagenicidade de compostos ou substancias de interesse. Assim, os dados obtidos

por meio das células meristematicas de raizes de A. cepa mostram que os alimentos
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lacteos avaliados tem significativo potencial em ocasionar toxicidade em nivel
celular.

Este resultado indica que esses alimentos devam, com certa brevidade, ser
avaliados em bioensaios fisiologicamente mais complexos, como em animais, uma
vez que, segundo Queiroz et al. (2015), alteracdes celulares quando presentes de
forma expressiva, da forma como evidenciado no presente estudo, quando
observadas em frequéncia expressiva em tecidos animais tem grande potencial em
promoverem neoplasias, visto que ha correlagcdo positiva entre o aumento da
frequéncia de micronucleos e o desenvolvimento de cancer em mamiferos.

Conforme mencionado anteriormente, ndo foram encontrados na literatura
trabalhos de avaliacdo do potencial citotoxico, genotdéxicos e mutagénicos de leites
longa vida, assim como dos micro ingredientes adicionados a sua composi¢cdo. No
entanto, € importante mencionar que ha grande preocupacdo por parte de
profissionais da area de saude e dos 6rgdos de vigilancia alimentar quanto a adi¢ao
de compostos quimicos ndo permitidos por lei pelos oOrgdos reguladores
competentes (Mareze et al., 2015; Rocha et al., 2015).

Tais substancias sdo adicionadas na intencdo de manter caracteristicas
organolépticas especificas, aumentar o rendimento total e, consequentemente, o
lucro obtido na comercializacdo desses alimentos. Dentre os compostos adicionados
estdo aqueles de acao conservantes e alquilantes (Abrantes et al., 2014). Conforme
as informacfes disponibilizadas na literatura, os conservantes mais comumente
adicionados sao o formol e/ou agua oxigenada, em razdo de ajudarem na eliminacao
de grande parte da flora microbiana do leite, e assim estenderem o prazo de
validade desses alimentos. Ja o0s principais compostos quimicos usados como
alquilantes séo a soda caustica e/ou bicarbonato, por auxiliarem na manutencao da
homogeneidade e a n&o oxidacgéo do leite.

Tais substancias quimicas utilizadas na adulteracdo do leite ja foram
amplamente estudadas quanto aos seus potenciais toxicos, e demonstraram
expressiva toxicidade em nivel celular. Porém, € de suma importancia destacar que
nao foram informadas marcas e nem as empresas de alimentos nos estudos que
verificam as fraudes realizadas nos leites longa vida, o que ndo permite nem ao
menos sugerir que os resultado obtidos na presente pesquisa ocorreram em

decorréncia das adulteracdes mencionadas.
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5. CONCLUSAO

Todas as amostras de leite analisadas causaram, de forma significativa,
reducdo da divisdo celular e alteracbes de fuso mitético, caracterizando-se nesse
estudo como citotdxicas, genotoxicas e mutagénicas, respectivamente.

Os resultados aqui obtidos da acéo toxica em nivel celular de leites longa vida
sdo de grande relevancia posto que, até o momento, ndo existem estudos de

toxicidade publicados envolvendo tais alimentos.
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