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RESUMO

Objetivou-se nesse trabalho avaliar a toxicidade aguda em nivel celular de sucos
industrializados prontos para consumo, de Laranja e Uva, de cinco companhias de expressiva
influéncia no mercado de alimentos brasileiro. Esta avaliacdo se deu por meio das células
meristematicas de raizes de Allium cepa L., nos tempos de exposicdo 24 e 48 horas,
diretamente nos preparados liquidos comercializados. Com base nos resultados obtidos
verificou-se que os sucos de frutas, de todas as empresas consideradas, promoveram
expressivo efeito antiproliferativo aos meristemas de raizes logo no menor tempo de
exposicdo, e ocasionaram, nos dois tempos de analise estipulados, numero estatisticamente
significativo de alteracGes de fuso mitdtico e quebras cromossdémicas. Portanto, nas condicdes
de estudo estabelecidas, todas as amostras de sucos analisadas foram citotoxicas, genotoxicas
e mutagénicas. Estes resultados sdo importantes porque indicam que tais alimentos tém
relevante potencial em causar distdrbios celulares, e dessa forma necessitam ser avaliados
mais detalhadamente em sistemas testes mais complexo, como aqueles em roedores, para
entdo estabelecer com especificidade a toxicidade em nivel celular desses sucos e assegurar 0

bem estar daqueles que os consomem.

PALAVRAS-CHAVE: Sucos industrializados.  Citotoxicidade.  Genotoxicidade.
Mutagenicidade. Tecido meristematico.



ABSTRACT

This work aimed to evaluate the acute toxicity at the cellular level of industrialized juices
ready for consumption, Orange and Grape, five significant influence companies in the
Brazilian food market. This review was through the meristem cells of roots of Allium cepa L.,
the exposure times 24 and 48 hours, directly marketed in liquid preparations. Based on the
results it was found that fruit juices, all companies considered, promoted significant
antiproliferative effect to root meristems have the exposure time 24 hours and resulted in the
two stipulated analysis times, statistically significant number of mitotic spindle changes and
chromosomal breaks. Therefore, the established study conditions, all samples analyzed juices
were cytotoxic, genotoxic and mutagenic. These results are important because they indicate
that such foods have important potential cause cellular disorders and, thus, need to be
evaluated more fully in systems tests more complex, as those in rodents, and then establish
specific toxicity in cell level of these juices and ensure the well being of those who consume

them.

KEY WORDS: Industrialized juices. Cytotoxicity. Genotoxicity. Mutagenicity. Intense cell
proliferation tissue.
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1. INTRODUCAO

Em virtude do acelerado ritmo de vida da populacéo, a elabora¢do manual de sucos de
frutas tornou-se um inconveniente ao cotidiano. Assim, o consumo de sucos industrializados
triplicou nos ultimos vinte anos, condi¢cdo que fortaleceu a fixacdo de varias marcas
comerciais no mercado nacional de sucos de frutas industrializados prontos para consumo
(BIRAL et al., 2013; LONGO-SILVA et al., 2015). Além da praticidade em consumi-los, 0s
sucos prontos apresentam excelentes propriedades sensoriais, como cor, odor e sabor
atrativos, estando disponiveis em véarios sabores de frutas e sdo comercializados em
embalagens compactas, o que facilita sua estocagem (FERRAREZI et al., 2010).

No entanto, para a obtencao das caracteristicas organolépticas oferecidas atualmente, a
composicdo destes alimentos sofreu diversas alteracdes ao longo de quase duas décadas,
dentre as quais a incorporacdo de classes de aditivos ou microingredientes alimentares
sintéticos de acbes acidulantes, antioxidantes, aromatizantes, corantes, antiumectantes,
reguladores de acidez, espumantes e edulcorantes (FERRAREZI et al., 2010; LONGO-
SILVA et al., 2015). Tais modifica¢des foram autorizadas e normatizadas pelo Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento e pela Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) por
meio da Portaria N° 544, de 16 de novembro de 1998 que aprova os regulamentos técnicos
para a fixacdo de padrdes de identidade e qualidade de sucos e refrescos industrializados
comercializados na forma liquida (BRASIL, 2000; FERRAREZI et al., 2010).

Contudo, ha estudos que relacionam os microingredientes a efeitos prejudiciais a
salde de quem os consomem, com destaque ao publico infantil. Entre as consequéncias
descritas estdo o desenvolvimento ou potencializacdo de alergias crbnicas e alteracdes no
funcionamento do trato digestorio (GOMES et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2013; MOURA et
al., 2016; SALES et al., 2016). Dessa forma, as agéncias de vigilancia alimentar, como a
European Food Safety Authority (EFSA) e a ANVISA, ressaltam em seus regulamentos
técnicos a necessidade constante de estudos citotoxicoldgicos de efeito agudo dos aditivos
alimentares em geral e, especialmente, dos alimentos industrializados compostos por eles.
Destacam também que os resultados obtidos destas analises sdo a base de elaboragdo ou
modificacdo de estratégias das agéncias de seguranga alimentar e, consequentemente, de
atuacdo dos profissionais responsaveis pela vigilancia alimentar e nutricional da populagéo
(BRASIL, 2007; MOURA et al., 2016; SALES et al., 2016). Entretanto, em ampla analise a
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literatura cientifica verificou-se que ndo existem trabalhos de avaliacdo de toxicidade de sucos
industrializados comercializados na forma liquida.

A regido meristematicas de raizes de Allium cepa L. (cebola), é tida no meio cientifico
como um eficiente bioensaio para a avaliacdo da toxicidade aguda em nivel celular de
compostos quimicos em virtude de apresentarem numero cromossémico reduzido (2n=16), o
que facilita a deteccdo de alteragdes cromossémicas e de fuso mitético (NEVES et al., 2014;
BIANCHI et al., 2015). Esse sistema teste € aceito internacionalmente por agencias de
pesquisa como um instrumento de avaliacdo de acurada sensibilidade para analise inicial da
citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade de substancia de interesse, uma vez que, 0s
resultados obtidos por meio dele demonstram similaridade satisfatoria aos observados com
sistemas testes animais e culturas de células (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 et al., 2016; MOURA et al., 2016, SANTANA
et al., 2016; CAMPUS-PEREIRA et al., 2016).

Conforme descrito por Zilifdar et al. (2014) e Valavanidis et al. (2013), substancias
citotoxicas, genotoxicas e mutagénicas podem prejudicar mecanismos celulares vitais, como a
duplicacdo e a transcricdo génica, alterando drasticamente o a divisdo celular de tecidos por
meio da formacdo de aberragbes celulares, como as de fuso mitdtico e as quebras
cromossdmicas, 0 que pode desencadear e/ou potencializar processos cancerosos. Segundo
Zaineddin et al. (2012), o desenvolvimento dos tipos mais comuns de cancer resulta da
interacdo entre fatores enddgenos e ambientais, sendo o mais notavel deles a dieta alimentar,
principalmente quando constituida de alimentos industrializados em demasia.

Com base no contexto abordado, objetivou-se nesse trabalho avaliar a citotoxicidade,
genotoxicidade e mutagenicidade de preparados liquidos industrializados prontos para beber,
de Laranja e Uva, de cinco companhias alimenticias com relevante atuacdo no mercado de
alimentos no Brasil, através das células meristematicas de raizes de A. cepa. Os sucos de
Laranja e Uva foram selecionados para analise com base nos estudos realizados por Ferrarezi
et al. (2010) e Pontes et al. (2010), que 0s apontam como 0s mais apreciados pela populagéo

brasileira.
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2. REFERENCIAL TEORICO

Antigamente, os alimentos eram fabricados e produzidos na mesma regido ou regides
proximas aquelas de comercializagdo. Atualmente, com a unido dos mercados em niveis
nacionais e internacionais resultantes do desenvolvimento da logistica e da globalizacéo,
grande parte dos alimentos provenientes de regides longinquas necessita frequentemente que
sejam praticos (BISSACOTTI et al., 2016). Tais fatos, que corroboram com a urbanizacgéo e o
ritmo acelerado da sociedade moderna, geraram mudancas no habito alimentar da populacéo,
onde esta passou a preocupar-se mais com a praticidade no preparo dos alimentos, gerando
preferéncia pelos que sdo prontos ou semi prontos para 0 CONSUMO, O Que Promoveu o
esquecimento dos alimentos in natura no momento da compra (AISSA, 2010).

A partir de 1990, surgiram novas formas de comercializagdo de sucos, fazendo crescer
seu consumo no Brasil. O aumento do interesse por este produto se deu pelas mudancas de
habitos de consumos, substituindo bebidas naturais, pelas industrializadas, como refrigerantes
e sucos prontos (NETO; FARIA, 2003). Gomes et al. (2006) acrescenta que, como 0p¢ado
intermedidria, surgiram 0s sucos prontos para beber, que sdo pasteurizados e comercializados
sob-refrigeracdo. Estes sucos sdo submetidos a tratamentos térmicos mais brandos, fazendo
com que suas caracteristicas sensoriais sejam mais proximas as do produto fresco, sendo isto
necessario devido a exigéncia do consumidor em relacdo ao sabor natural dos sucos citricos e,
geralmente, detectam alteracGes em sucos submetidos a processamentos térmicos rigorosos,
tais como os sucos concentrados e congelados.

A producéo de sucos prontos para consumo no Brasil comegou de maneira incipiente,
recebendo grande impulso, quando fendmenos climaticos adversos geraram forte demanda
por suco de laranja brasileiro nos Estados Unidos. A falta do produto no mercado possibilitou
ao Brasil assumir papel de lideranca na producao de sucos, com pronunciado destaque para 0S
derivados de laranja, de acordo com a Associacao Brasileira das IndUstrias de Refrigerantes e
de Bebidas ndo alcodlicas (ABIR, 2005).

Os sucos de frutas sdo consumidos e apreciados em todo o mundo, ndo s6 pelo seu
sabor, mas também, por serem fontes naturais de carboidratos, pigmentos, vitaminas, minerais
e outros componentes importantes. Fortalece assim, o crescimento do consumo de sucos,
sendo uma das opgdes do consumidor por alimentos saudaveis e funcionais em funcéo do
culto a satde e a boa forma (TEIXEIRA, 2009).
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O suco liquido pronto para beber é o principal responséavel pela expansdo do mercado
de sucos liquidos brasileiro nos dltimos anos, que vem acompanhando a tendéncia mundial de
consumo de bebidas que oferecem salde, conveniéncia, sabor, inovacdo e prazer (ROSA et
al., 2006). Esses sucos devem atender a legislacdo especifica, estando de acordo com
definicdo, classificacdo, registro, padronizacdo e requisitos de qualidade, devendo também
atender a legislacdo sobre rotulagem de alimentos embalados. A legislacdo brasileira na area
de alimentos é regida pelo Ministério da Saude, por intermédio da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), sendo fiscalizadas e inspecionadas pelo Servico de Inspecdo Vegetal — (SIV)
(BRASIL, 1994; VENTURINI, 2005; FERRAZERI; SANTOS; MONTEIRO, 2010).

O Art. 10° do Decreto n° 2314, de 1997, classifica as bebidas em alcoolicas e néo-
alcodlicas. Definindo como bebida “todo produto industrializado, destinado a ingestdao
humana, em estado liquido, sem finalidade medicamentosa ou terapéutica”. Por outro lado, 0
Art. 5.° da Lei n° 8918, define que “suco ou sumo ¢ bebida nao fermentada, ndo concentrada e
ndo diluida, obtida da fruta madura e s&, ou parte do vegetal de origem, por processamento
tecnoldgico adequado, submetida a tratamento que assegure a sua apresentacao e conservagao
até o momento do consumo” (TEIXEIRA, 2009).

Para a obtencdo das caracteristicas sensoriais oferecidas atualmente, 0s sucos
industrializados, ao longo de duas décadas, passaram por diversas alteracdes em relagdo a sua
formulacdo quimica original, entre elas, a adicdo de varias classes de aditivos alimentares ou
microingredientes, como acidulantes, antioxidantes, aromatizantes, corantes, antiumectantes,
reguladores de acidez, espumantes e edulcorantes (LONGO-SILVA et al., 2015). A presenca
de aditivos alimentares na composicéo dessas bebidas artificiais, segundo recomendacfes da
Organizacdo Mundial de Saude — (OMS) e a Organizacdo das Na¢6es Unidas para Agricultura
e Alimentacdo (FAO), ndo deve ser utilizada internacionalmente em produtos destinados a
criangas menores de um ano (WHO, 2007; FAO, 2013).

O avango da indUstria quimica trouxe Vvarios beneficios & industria alimenticia,
passando a utilizar um grande nimero de aditivos nos alimentos para melhorar as suas
condigdes de armazenamento, aroma, sabor e conservagdo (REZENDE et al., 2008). Segundo
Honorato et al. (2013), os aditivos alimentares sdo todos ou qualquer ingredientes adicionados
a algum alimento, sem o intuito de nutrir, com 0 objetivo de modificar as caracteristicas
fisicas, quimicas, bioldgicas ou sensoriais (como aroma, cor, sabor e odor) durante a
fabricacdo, processamento, tratamento, embalagem, acondicionamento, armazenagem,

transporte ou manipulacao do alimento.
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O uso de aditivos nos alimentos ndo é algo recente e nem somente exclusivo dos
avancos tecnoldgicos da industria alimenticia. Os nossos antepassados ja disponibilizavam de
métodos de conservacdo e de realcar o sabor dos alimentos, como pelo uso do sal para
preservar carnes e peixes, adicionavam ervas e especiarias para dar sabor as comidas,
conservavam frutas com acucar e utilizavam a salmoura para diversas hortalicas. Os aditivos
alimentares exercem um papel importante na produgdo de alimentos, seja para sua
conservacdo e/ou melhorar suas caracteristicas organolépticas e sapidas e manter e/ou
aumentar seu valor nutricional (TONETTO et al., 2008). E real o importante papel que 0s
aditivos alimentares desempenham no desenvolvimento de alimentos, porém o uso deles é um
tema que vem despertando a preocupacdo dos consumidores, que estdo se tornando cada vez
mais cautelosos sobre a seguranca alimentar nos ultimos anos, levando em questdo que entre
0s varios itens relacionados a seguranca alimentar, o uso de aditivos esta entre 0s mais
discutiveis (VARELA; FISZMAN, 2013). Segundo Albuquerque et al., (2012) nos rétulos
dos produtos sdo indicados quais os aditivos alimentares presentes, mas nédo cita informacéo
dos seus efeitos na salde humana, ndo possibilitando ao consumidor escolher alternativas
mais saudaveis.

Os aditivos alimentares sdo definidos pela Food and Agriculture Organization/World
Health Organization (FAO/WHO) e Portaria n° 540 - SVS/MS de 27 de outubro de 1997
publicada pela ANVISA como sendo: “toda substancia que ndo apresenta valor nutritivo,
adicionada ao alimento com a finalidade de impedir alteracbes, manter, conferir ou
intensificar seu aroma, cor e sabor, modificar ou manter seu estado fisico geral, ou exercer
qualquer acdo exigida para uma boa tecnologia de fabricacdo do alimento”. Nessa definigdo
ndo inclui os contaminantes ou substancias nutritivas que sejam incorporadas ao alimento
para manter ou melhorar suas propriedades nutricionais (ANTUNES; ARAUJO, 2000;
BRASIL, 2007).

Dall’agnol et al. (2013) menciona que as mudancas no habito alimentar das pessoas,
ao longo do tempo, passou a atrair a atengdo de especialistas que passaram a se preocupar
mais com o0 que € ingerido, sobretudo a partir dessas tecnologias aplicadas na industria
alimenticia, o que vém suscitando questionamentos acerca da seguranca de quem 0S
consomem.

De acordo com Lima (2013), é notavel a necessidade de que cada pais verifique
periodicamente a quantidade do consumo total de aditivos, para certificar-se que a ingestao
total do aditivo adicionado intencionalmente ndo ultrapasse as recomendacdes de ingestdo

diaria aceitavel, pois os aditivos alimentares podem trazer maleficios a saude, no modo que



18

ndo sdo totalmente inofensivos, pois sob uma visdo toxicoldgica tém sido realizados varios
estudos em busca de investigar os efeitos maléficos que os aditivos podem acarretar ao
homem.

As pessoas tém apresentado altos indices de doencas crbnicas (ndo transmissiveis),
como a obesidade, doengas circulatorias, cardiovasculares, entre outras. Esse fato tem gerado
questionamentos quanto a seguranca do emprego de aditivos em produtos alimenticios
(SIMAOQ, 2010). Soares et al. (2006) assegura que a adicdo de aditivos aos alimentos é uma
questdo polémica mundialmente, pelo fato de nédo ser facil pelo ponto de vista toxicoldgico,
garantir a seguranca do uso desses aditivos, uma vez que determinadas substancias podem ter
comportamentos totalmente diferentes, por conta das quantidades ingeridas. Por isso, o
conceito do que é nocivo a salde, passa necessariamente, pela avaliacdo das quantidades
ingeridas durante certo periodo, chegando até a estimativa durante o periodo total de vida.

O uso dos aditivos alimentares no &mbito mundial é notificado no controle da IDA
(Ingestdo Diaria Aceitdvel), desenvolvida pelo Joint FAO/WHO Expert Committee on Food
Additives (JECFA). O JECFA, é baseado em dados experimentais, tem a missdo de
recomendar, ou ndo, o uso de determinado aditivo. Ao recomendar o uso, o JECFA deve
também estabelecer o valor da Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) para cada aditivo. A IDA
indica a quantidade de um aditivo para alimentos que pode ser ingerida diariamente, que néo
apresenta riscos a satde humana. A regulamentacéo interna do uso de aditivos para alimentos
é feita por drgéos especificos em muitos paises. Nos Estados Unidos, o érgdo responsavel é o
Food and Drug Administration (FDA). Ja no Brasil o 6rgdo que tange especificamente, a
elaboracdo e a publicacdo da legislacdo que dispde sobre o uso de aditivos alimentares é a
ANVISA. As substancias que ndo constarem da legislacdo da ANVISA nédo pode ser utilizado
em alimentos (ANTUNES; ARAUJO, 2000; BRASIL, 2009).

O Comité de Especialistas Joint FAO/OMS sobre Aditivos Alimentares (JECFA)
oferece qualidade e seguranca alimentar aos produtos lancados ao consumidor, monitorando e
avaliando a presenca de aditivos alimentares, bem como de contaminantes, substancias
toxicas e residuos de medicamentos veterinarios (FAO, 2013; BISSACOTTI et al., 2016).

Segundo Marques et al. (2015), os aditivos alimentares se tornaram obrigatorios na
alimentacdo em funcao de, entre outras caracteristicas, prolongarem a qualidade sensorial e o
tempo de prateleira dos alimentos industrializados. Polonio e Peres (2009) relatam ser notavel
sob o ponto de vista tecnoldgico, que os aditivos assumam papel importante na producdo de
alimentos em larga escala. No entanto, é de total importancia que haja maior preocupacao

quanto aos riscos toxicologicos provocados pela ingestdo diaria dessas substancias.
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Em consonancia com Polonio e Peres (2009), Honorato et al. (2013) relata também
que a utilizacdo de produtos alimenticios que apresentam na sua composicdo estes aditivos
suscita uma série de davidas quanto a sua toxicidade em nivel sisttmico e celular, e declara
ser urgente a realizacdo de pesquisas que avaliem seus potenciais toxicoldgicos.

Gomes et al. (2013) e Oliveira et al. (2013) mencionam em suas literaturas a
existéncia de estudos que associam estes compostos a efeitos prejudiciais a saide de quem os
consomem, como 0 desenvolvimento de alergias, cancer e alteracbes no funcionamento do
trato digestorio. Dessa forma, Marques et al. (2015) ressalta que, a avaliacdo toxicolégica em
nivel sistémico e celular destes aditivos e, especialmente, dos alimentos constituidos por tais
compostos, séo de extrema importancia em funcdo de promoverem a seguranca alimentar da
populacdo e servirem de base para a elaboracdo ou modificacdo de estratégias de seguranca
alimentar das agéncias de vigilancia alimentar. De acordo com o IBGE (2010), hd um
crescente consumo de produtos industrializados de alimentos e um decrescente consumo de
alimentos caseiros, 0 que gera um maior consumo de aditivos e uma maior preocupagao por
pesquisadores da area da Saude.

A utilizacdo cada vez mais acentuada de produtos como farmacos, agroquimicos,
cosméticos, corantes e muitos outros, tem demonstrado aumento nas taxas de metagénese
ambiental. Tais agentes mutagénicos invadem a célula e se dirigem ao ndcleo causando
alteracfes no material genético, podendo desregular o ciclo celular, fazendo com que a célula
se reproduza descontroladamente invadindo tecidos adjacentes, dando inicio a formacdo de
tumores (RIBEIRO et al., 2003).

De acordo com Valavanidis et al. (2013), os organismos vivos estdo frequentemente
expostos as substancias citotdxicas e genotoxicas que podem prejudicar mecanismos celulares
vitais, como a duplicacdo e a transcri¢cdo génica, alterando drasticamente o mecanismo de
divisdo celular do tecido afetado e induzir o aparecimento de aberracdes celulares, como as de
fuso mitético e quebras cromossdmicas. Dessa forma, segundo Zilifdar et al. (2014) e
Zaineddin et al. (2012), tais compostos tém potencial de desencadear processos cancerosos,
onde o desenvolvimento dos tipos mais comuns de cancer resulta da interacdo entre fatores
enddgenos e ambientais, sendo o mais notavel deles a dieta alimentar, principalmente quando
constituida por alimentos industrializados em demasia.

Levando em conta todos os efeitos prejudiciais supracitados, Longo-Silva et al.
(2015), diz que se deve tentar compreender os fatores que contribuem para a oferta de bebidas
artificiais no contexto domiciliar. Além de, serem reflexo dos habitos alimentares

inadequados generalizados entre a populagdo, sdo marcantes as modificacdes no perfil de
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aquisicdo e alimentos pelas familias e no consumo de refei¢cGes pré-preparadas, reforcando
ainda a influéncia da publicidade e a confianca depositada em produtos apresentados na midia
e anancios publicitarios, sobretudo decorrente da desinformacao sobre 0s riscos para a saude e
nutricdo associados ao consumo precoce e continuado destes alimentos. Por isso,
considerando o0s compostos quimicos colocados continuamente a nossa disposicao,
recomenda-se que cada uma dessas substancias sempre seja submetida a rigorosos testes
qguanto a sua capacidade carcinogénica e mutagénica (SANSEVERINO; SPRITJER;
FACCINI, 2001).

A manifestacdo dos efeitos toxicos em organismos sO ocorre se 0 agente tdxico
alcancar locais especificos do organismo, em concentrac@es e tempo suficiente para produzir
algum tipo de efeito. Os fatores mais importantes que influenciam a toxicidade em um
organismo sdo as formas de administracdo, a duracdo e frequéncia de exposicdo, sendo
observadas no interior das células, sendo que estas ndo estdo livres de sofrer constantes
alteracdes e mutacoes (BARROS et al., 2008).

Os estudos citogenéticos de espécies vegetais informam a respeito de possiveis
alteracdes cromossdmicas nas plantas devido a presenca de agentes mutagénicos na sua
composi¢cdo ou decorrentes do seu metabolismo. O estudo dos mutagénicos em nucleos
eucaridticos vem sendo observado através de métodos citologicos. A mutagdo pode resultar da
acdo de compostos quimicos, ambientais e radioativos e da estabilidade intrinseca dos &cidos
nucléicos. Os agentes mutagénicos podem ser detectados, citologicamente pela inibicdo do
ciclo celular, interrupcdo em metafases, inducdo de alteracbes cromossdmicas numéricas e
estruturais e de trocas entre crométides irmés entre outros (TEIXEIRA, 2009).

Segundo Bagatini et al. (2007), além de sua grande utilizacdo nos testes de
citotoxicidade/mutagenicidade de plantas medicinais, o sistema teste de Allium cepa L.
(cebola), pode ser utilizado para o monitoramento da poluicdo ambiental e avaliacdo do
potencial mutagénico de muitos compostos quimicos. Células meristematicas de raizes de
plantas s&o indicadores apropriados para a deteccdo de efeitos clastogénicos causados por
poluentes do meio ambiente, especialmente para 0 monitoramento de contaminantes da agua e
do solo, podendo-se considerar o sistema teste de A. cepa L. 0 mais adequado para detecgéo
de toxicidade/genotoxicidade para avaliacdo de niveis de poluicdo ambiental, os quais
representam riscos diretos ou indiretos para a populacdo humana.

Os bioensaios vegetais sdo considerados bastantes sensiveis e simples no
monitoramento dos efeitos citotdxicos, genotoxicos e mutagénicos de compostos quimicos.

Dentre estes, a regido meristematicas de raizes de A. cepa L., € tida no meio cientifico como
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um eficiente bioensaio para o screening inicial de toxicidade aguda em nivel celular. Este
organismo de prova possui excelentes propriedades cinéticas de proliferagdo, cromossomos
grandes e em nimero reduzido (2n=16) o que facilita a deteccdo de alteragbes cromossdmicas
e de fuso mitotico, que permite também a verificacdo de alteracdes no indice de divisdo
celular ou mitético quando exposto a compostos quimicos com potencial acdo citotdxica
(BEZERRA et al., 2016).

O uso do bioindicador A. cepa L. para testes de citotoxicidade foi validado por muitos
pesquisadores que realizaram de forma conjunta testes em animais in vivo, obtendo 18
resultados similares, propiciando informacdes valiosas para a salde humana. Através deste
teste podem ser observados dois tipos de toxicidade: observacdo de tumores, e avaliagdo de
crescimento de raizes e raizes torcidas, entre outros sdo os parametros macroscopicos. Os
parametros microscopicos estdo relacionados a caracterizacdo do indice mitético, na analise
na taxa de divisdo celular, aberragdes cromossdmicas, como cromossomos em anel, pontes
cromossdmicas, cromossomos pegajosos, que ocorrem principalmente nas fases de metafase e
anafase e a formacdo de micronicleos, como indicadores de anormalidade no DNA
(VICENTINI et al., 2001; TEIXEIRA, 2009).

Entdo é percebido, que a avaliagdo da citoxicidade, mutagenicidade e genotoxicidade
de sucos industrializados, por meio do sistema teste A. cepa L., é auténtica e necessaria.
Levando em conta também que as agéncias Codex Alimentrius Commission, FEMA
(KONISHI et al., 2014) e ANVISA (BRASIL, 2009) 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 elaboracdo ou modificacdo de estratégias de Orgaos
regulamentadores e de profissionais responsaveis pela vigilancia alimentar e nutricional da
populagdo. Em consonancia, Takahashi et al. (2004) diz ainda que, conhecer 0s componentes
fisicos, quimicos e bioldgicos que causam alteracbes génicas, é necessario para melhor

preservar a saude humana.
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3. MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Citogenética Vegetal e Animal
(NUPBSAM) do Campus Senador Helvidio Nunes de Barros da Universidade Federal do
Piaui, Municipio de Picos, Estado do Piaui, no periodo de dezembro de 2015 a marco de
2016.

3.1 OBTENGCAO DOS SUCOS INDUSTRIALIZADOS PRONTOS PARA CONSUMO

Amostras de sucos industrializados prontos para consumo, de Laranja e Uva, referente
as empresas Coca-cola Brain®, Won Nutrition® e Marata Sucos do Nordeste Ltda®, Sucos
Suvalan® e Ambev®- referidas adiante como A, B, C, D e E, respectivamente - foram
adquiridas em mercado varejista na cidade de Picos, Piaui, Brasil. Teve-se o cuidado de
verificar se as amostras estavam dentro do prazo de validade e se suas embalagens estavam
intactas (Figura 01). As andlises de toxicidade foram realizadas diretamente nas solucdes

comercializadas.

Figura 01 — Sucos prontos utilizados.
Fonte: Acervo do pesquisador (2016).
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3.2 OBTENCAO DE CELULAS MERISTEMATICAS DE RAIZES DE A. cepa PARA A
ANALISE CITOGENETICA

Os bulbos de cebola foram colocados em frascos aerados com agua destilada, a
temperatura ambiente (£ 27°C), até a obtencdo de raizes de 2,0 cm de comprimento. Para
andlise de cada grupo tratamento estabeleceu-se um grupo experimental com cinco bulbos de
cebola. Antes de colocar as raizes em contato com a suas respectivas amostras de sucos
(tratamentos), algumas raizes foram coletadas e fixadas para servirem de controle do préprio
bulbo. Em seguida, as raizes restantes foram colocadas em suas respectivas solucdes por 24
horas, procedimento este denominado de tempo de exposi¢éo 24 horas (Figura 02).

Apds 24 horas foram retiradas algumas raizes e fixadas. Feito este procedimento, as
raizes restantes de cada bulbo foram devolvidas as suas respectivas solugbes onde
permaneceram por mais 24 horas, o que se denominou de tempo de exposic¢ao 48 horas. Apos
este periodo, raizes novamente foram coletadas e fixadas (Figura 03). Os tempos de exposi¢do
24 e 48 horas foram escolhidos com o intuito de avaliar a acdo dos tratamentos em mais de
um ciclo celular. A fixacdo das raizes se deu em Carnoy 3:1 (etanol: &cido acético) por 24
horas. Em cada coleta, retiraram-se, trés raizes por bulbo. Em todos os tempos de exposi¢do
considerados, os frascos com os tratamentos em estudo permaneceram em agitacdo leve e
constante. Tal procedimento foi realizado com o intuito de ndo permitir a precipitagdo das

solucdes.
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Figura 02 - Bulbos de Allium cepa L. em frascos com sua respectiva solugéo.
Fonte: Acervo do pesquisador (2016).
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Figura 03 - Raizes de Allium cepa L. em frascos, fixadas em solucéo Carnoy.
Fonte: Acervo do pesquisador (2016).

3.3 PREPARO E LEITURA DAS LAMINAS

As laminas, 03 por bulbo, foram feitas seguindo o protocolo proposto por Guerra e
Souza (2002), e analisadas em microscopio Optico 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 e 48 horas de cada grupo tratamento em analise. Para o calculo do indice
mitotico (IM) utilizou-se a seguinte equacdo: (numero total de células em mitose + nimero

total de células analisadas) x 100.

3.4 ANALISE DOS DADOS

Foram observadas células em intérfase, profase, metafase, anafase e teléfase (Figura
04). Foi calculado o numero de células em intérfase e em divisdao de cada controle e tempo de
exposicéo e determinado o indice mitotico da seguinte forma: (nimero de células em diviséo
presente em cada tratamento/numero total de células analisadas para cada dose individual ou
doses associadas) x 100.

Avaliou-se também a acdo das amostras de sucos por meio da frequéncia de

micronucleos, metéfases colchicinicas, pontes anafésicas e telofésicas, amplificacGes génicas,
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células com aderéncias, brotos nucleares e anafases multipolares (Figura 05). Para a anélise
estatistica dos dados utilizou-se o teste do Qui-quadrado (¥2), com nivel de probabilidade
<0.05.

Figura 04 - Principais fases da divisdo mitotica
A. Célula em interfase. B. célula em profase. C. célula em metéafase. D. célula em anéfase. E. célula em tel6fase
Fonte: Acervo do pesquisador (2016).

Figura 05 - Principais alteragdes encontradas nos tratamentos feitos com sucos prontos

A. Metéfase colchicinica. B. Metafase com quebra cromossémica. C. Ponte anafésica. D. Anéfase colchicinica.
E. Anéafase com atraso cromossomico. F. Ponte Teloféasica. G Tel6fase com atraso cromossdémico. H.
Amplificacdo génica. I. Nucleo lobulado. J. . Microndcleo.

Fonte: Acervo do pesquisador (2016).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base nos resultados descritos na Tabela 01, verifica-se que os sucos de Laranja e
Uva referente a empresa A reduziu significativamente o indice de divisao celular no tempo de
exposicdo de 24 h quando comparado ao indice mitdtico observado para 0 seu respectivo
controle. Essa condicdo se acentuou no tempo de exposicao 48 h, onde o indice de divisao
celular observado foi estatisticamente menor que 0s observados para seus respectivos
controles e tempo de exposicdo 24 h. Ja os preparados liquidos de Laranja e Uva das empresas
B, C, D e E causaram expressiva reducdo da diviséo celular no tecido meristematico, nos dois
tempos de exposicdo considerados, em relacdo aos indices mitoticos observados para seus
respectivos controles. No entanto, ndo foram observadas diferencas significativas de indice de

divisdo celular entre os seus respectivos tempos de exposicdo 24 e 48 horas.

Tabela 01 — NUmero de células observadas em cada fase do ciclo celular de tecido
meristematico de raizes de Allium cepa L. tratadas com sucos industrializados prontos para
consumo de Laranja e Uva, oriundo das companhias alimenticias A, B, C, D e E, nos tempos
de exposicéo 24 e 48 horas.

SUCO INDUSTRIALIZADO DE LARANJA

Empresa TE TCII P M A T TCD IM (%)
CO 4136 319 146 267 132 864 17,3

A 24 h 4645 130 84 72 69 355 7,1°

48 h 4849 56 30 41 24 151 3,0°

CO 3971 481 207 179 162 1029 20,6°

B 24 h 4744 177 23 18 38 256 5,1°

48 h 4846 93 29 16 36 174 3,5

cO 4322 232 158 136 152 678  13,6°

C 24 h 4806 101 54 12 17 194 3,9°

48 h 4828 582 52 12 10 172 3,4°

cO 4201 251 119 246 183 799  159°

D 24 h 4745 98 71 50 36 255 5,1°

48 h 4823 83 34 31 29 177 3,5°

cO 4076 302 292 187 143 924  184°

E 24 h 4633 9 97 82 8 367 7,3

48 h 4678 83 79 79 81 322 6,4°




27

SUCO INDUSTRIALIZADO DE UVA

Empresa TE TClI P M A T TCD IM (%)
CcO 4282 534 80 43 61 718 14,42
A 24 h 4685 274 12 09 20 315 6,3"
48 h 4847 9% 20 06 31 153 3,1°
cO 4298 499 93 47 63 702 14,42
B 24 h 4159 71 21 07 42 141 2,8°
48 h 2971 71 11 00 47 129 2,6
cO 4422 232 158 136 52 578 11,6°
C 24 h 4806 101 54 12 17 194 3,9°
48 h 4838 78 60 02 22 162 3,2°
cO 4305 189 191 117 198 695 13,9°
D 24 h 4704 4 57 13 22 196 3,9°
48 h 4817 89 71 17 06 183 3,7°
cO 4399 178 176 176 71 601 12,0°
E 24 h 4750 78 86 53 33 250 5,0°
48 h 4824 69 45 41 21 176 3,5°

A — Coca-cola Brain®; B — Won Nutrition®; C — Marata Sucos do Nordeste Ltda®; D — Sucos Suvalan®; E —
Ambev®; TCII — Total de células em interfase e indiferenciadas; TE — Tempo de Exposicdo; CO — Controle; P —
Profase; M — Metafase; A- Anafase; T- Teldfase; IM — indice Mitético; TCD — Total de células em divisdo;
Valores de IM seguidos da mesma letra dentro de um mesmo tratamento nao diferem significativamente entre si
ao nivel de 5% pelo teste .

Estes resultados demonstram que todas as amostras de sucos avaliadas, nas condicdes
de estudos estabelecidas, foram citotoxicas as células meristematicas de raizes de Allium
cepa, por terem ocasionado efeito antiproliferativo acentuado aos meristemas de raizes. De
acordo com Gomes et al. (2013), Marques et al. (2015), Moura et al. (2016) e Sales et al.
(2016), a redugdo do indice mitético ocasionada por compostos quimicos em tecidos sem
nenhum tipo de mutacdo e/ou alteracdo celular é prejudicial ao organismo em que ocorrem,
em razdo de ndo permitir ou limitar a reposicao de células, alterar a producdo de proteinas e,
consequentemente, resultar no mal funcionamento do 6rgao onde esta localizado.

Em relacdo aos resultados apresentados na Tabela 02, os sucos de Laranja e Uva das
cinco empresas alimenticias, nos dois tempos de exposicao considerados, induziram formacéo
expressiva de alteracdes de fuso mitotico, representadas no presente estudo pelas metafases
colchicinicas e pontes anafasica e telofasica, mostrando-se genotdxicas, e de quebras

cromossomicas, caracterizadas pela formacao de microndcleos.
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Tabela 02 — AlteracGes celulares observadas em células meristematicas de raizes de Allium
cepa L. tratadas com agua e com 0s sucos industrializados prontos para beber, de Laranja e

Uva, das companhias alimenticias A, B, C, D e E, nos tempos de exposicdo de 24 e 48 horas.

SUCOS INDUSTRIALIZADOS DE LARANJA

Empresa TE Metf;\fgs_e Rontg Pop'u_e Micronucleo TAC
colchicinica  anéfasica  telofasica

cO 00 00 00 01 01°

A 24h 32 11 09 37 89P
48h 13 17 11 32 73°

cO 00 01 00 00 012

B 24h 12 02 03 25 42°
48h 08 17 07 21 53°

cO 00 01 00 00 01?2

C 24h 09 04 04 32 49°
48h 02 01 08 30 41°

cO 01 00 00 00 012

D 24h 23 17 02 44 86°
48h 19 19 00 23 71°

cO 01 00 00 00 012

E 24h 24 07 03 42 76°
48h 09 09 11 44 73°

SUCOS INDUSTRIALIZADOS DE UVA
Empresa TE MEt?f? s_e Ppntg Popu_a Micronucleo TAC
colchicinica anafasica  telofasica

CcO 01 00 00 00 012

A 24h 19 13 13 32 77"
48h 17 13 19 22 71°

cO 01 00 00 00 012

B 24h 22 09 09 32 72°
48h 13 13 04 40 70°

cO 01 00 00 00 012

C 24h 04 13 09 22 48°
48h 17 01 09 24 51°

cO 01 00 00 00 012

D 24h 23 19 03 24 69°
48h 11 27 00 29 67"

cO 01 00 00 00 012

E 24h 14 09 13 33 69°
48h 03 19 02 41 65"

A — Coca-cola Brain©; B — Won Nutrition©; C — Maraté Sucos do Nordeste Ltda®; D — Sucos Suvalan®; E —
Ambev®; TE — Tempo de Exposicdo; CO — Controle; TCA — Total de Alteraces Celulares. Valores de TCA
seguidos da mesma letra dentro de um mesmo tratamento néo diferem significativamente entre si ao nivel de 5%
pelo teste y°.
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Alteracdes de fuso mitotico quando em frequéncia significativa causam instabilidade
nuclear por induzir lesbes cromossdmicas estruturais, dando origem a fragmentos acéntricos,
que, em consequéncia, formardo os microndcleos ao final da divisdo celular. A presenca
significante de células micronucleadas, como a observada aqui com o0s sucos prontos,
classifica substancias, compostos ou solucfes testadas como mutagénicas (CORCUERA et
al., 2015). Tal condigdo com os preparados liquidos indica que os mesmos devam ser
avaliados em sistemas testes animais, uma vez que, de acordo com Queiroz et al. (2013), a
ocorréncia de alteracGes celulares, apesar de ndo ser medida de carcinogenicidade, esta
frequentemente associada ao aparecimento de cancer, j& que h& correlacdo positiva entre 0
aumento de aberracdes de fuso mitdtico, bem como das células micronucleadas, e a deteccéo
de neoplasias.

Ainda, a frequéncia de alteracdes celulares observadas na Tabela 02 corroboram aos
resultados de reducéo da diviséo celular obtidos na Tabela 01. Aissa et al. (2012) relatam que
metafases com alinhamento incorreto de cromossomos na placa equatorial ou metafases
colchicinicas, assim como, cromossomos em atraso na anafase e/ou teléfase ou pontes
anafasicas e telofasicas, resultam na formacdo de células com nimeros cromossémicos
distintos, bem como com alteracGes cromossdmicas estruturais. Considerando que o principio
do ciclo celular é a formacdo de células idénticas, a producdo de células com discrepantes
variacBes na estrutura e no nimero cromossémico tendem a ser eliminadas de tecidos com
funcionamento normal.

Conforme mencionado anteriormente, ndo existem na literatura cientifica, até o
momento, trabalhos de avaliagdo toxicoldgica em nivel celular referentes a sucos
industrializados comercializados na forma liquida. Entretanto, sdo encontrados trabalhos de
avaliacdo de citotoxicidade de alguns dos constituintes quimicos das classes de aditivos
alimentares presentes na formulacdo destes alimentos, conforme descrito no documento
técnico que regulariza estes preparados liquidos (BRASIL, 2009). Porém, é de grande
importancia mencionar que a composi¢ao quimica de sucos de frutas industrializados prontos
para consumo, como 0s das cinco empresas aqui avaliados, é permitida e assegurada pela
legislacdo brasileira (BRASIL, 2009; FERRAREZI et al., 2010; PONTES et al., 2010).

Os corantes alimentares artificiais encontrados nos sucos de Laranja prontos para
consumo sdo o Amarelo Crepusculo e a Tartrazina. J& para os de Uva, um dos corantes
utilizados é o Vermelho 40. Os corantes Amarelo Crepusculo, Tartrazina e Vermelho 40 sao
classificados como aditivos alimentares azoicos por terem em sua formulagdo o grupamento

azo, um derivado nitroso com a propriedade de produzir amina aromatica e acido sulfanilico
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(SARDI et al., 2010). Estes aditivos de cor demonstraram potencial em alterar o turner-over
das células durante a intérfase e no processo de hiperplasia regenerativa, contribuindo de
forma significativa para o desenvolvimento de cénceres do trato digestorio em roedores
(POLONIO; PERES, 2009). Estes trés corantes azoicos também foram significativamente
citotoxicos, genotdxicos e mutagénicos nas células meristematicas de raizes de A. cepa L.
(GOMES et al., 2013).

Dentre os diluentes presentes nos aditivos de aroma e sabor encontram-se o alcool
benzoico e o diacetil (2,3-butadiona), compostos que promoveram alteracdes significativas ao
fuso mitético e a divisdo celular de células de sangue periférico humano (DEMIR et al.,
2011) e danos significativos ao loco do cromossomo 11 de roedores, causando perda de
expressao de genes essenciais de controle da divisdo celular (WHITTAKER et al., 2008),
respectivamente. Ademais, More et al. (2012) verificaram que o diluente diacetil teve o
potencial de substituir bases de timina por guaninas em regides de eucromatina ocasionando o
rompimento de pontes de hidrogénio e de dissulfeto em estrutura terciaria de enzimas
importantes para a mitose. Entre 0s conservantes estdo o benzoato de potassio, benzoato de
sodio, nitrato de potasio, citotoxicos e genotoxicos a células normais de sangue periférico
humano (MPOUNTOUKAS et al., 2010; ZEQUIN et al., 2011), &cido bérico, &cido citrico,
citrato de potéssio e citrato de sodio, citotoxicos e genotoxicos as células de meristema de
raizes de A. cepa L. (TUKOGLU, 2007).

Em relacdo aos edulcorantes utilizados nos preparados liquidos prontos para beber
encontram-se, 0 aspartame, ciclamato de sodio, acesulfame de potéssio e a sacarina sodica,
com excec¢do dos sucos prontos para consumo da Ambev, que ndo possuem edulcorantes em
sua composi¢cdo quimica, segundo o site de apresentacdo de seus produtos. Van EyK et al.
(2015), verificaram por meio das linhagens celulares Caco-2 (células de colén), HT-29
(células de colon) e HEK-293 (células de rim), que estes edulcorantes foram citotdxicos,
genotdxicos e mutagénicos as células estudadas. Corroborando aos resultados destes
pesquisadores, Sasaky et al. (2002), através do teste do cometa, observaram que 0 sacarina
sodica e o ciclamato de sddio foram genotoxicos e mutagénicos as células de coélon de

roedores.
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5. CONCLUSAO

Todas as amostras de sucos analisadas foram citotdxicas, genotoxicas e mutagénicas

as células meristematicas de raizes de A. cepa.

Os resultados obtidos neste estudo, aliados aos dados de toxicidade em nivel celular de
alguns dos aditivos alimentares presentes na formulacéo basica dos sucos prontos, sinalizam a
necessidade de avaliagdes mais detalhadas, em sistemas testes com maior nivel de
complexidade, para entdo estabelecer com seguranca a toxicidade em nivel celular desses

alimentos.
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