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RESUMO

Objetivou-se nesse trabalho avaliar a toxicidade celular induzida por bebidas lacteas
achocolatadas provenientes de cinco empresas de expressiva influéncia no mercado de
alimentos de paises da América do Sul e Europa. Essa avaliacdo se deu por meio das células
meristematicas de raizes de Allium cepa L., nos tempos de exposicéo 24 e 48 horas, diretamente
nos produtos lacteos comercializados. Com base nos resultados obtidos, verificou-se que todas
as amostras de achocolatados analisadas causaram expressiva reducéo do indice mitético, logo
no menor tempo de exposicdo considerado, e ocasionaram, nos dois tempos de analise
estipulados, numero estatisticamente significativo de alteracbes de fuso mitético e
micronlcleos aos meristema de raizes. Portanto, nas condi¢cdes de analise estabelecidas, os
achocolatados foram citotoxicos, genotoxicos e mutagénicos. Tais resultados indicam que esses
alimentos tém relevante potencial em causar distarbios na proliferacdo celular e aberracdes
celulares e, dessa forma, necessitam ser avaliados mais detalhadamente em sistemas testes
fisiologicamente mais complexo para que se possa estabelecer com propriedade a toxicidade
em nivel celular dessas bebidas, uma vez que sdo muito apreciadas pela populacdo no mundo

todo, com grande énfase ao publico infantil.

Palavras-chave: achocolatados liquidos, citotoxicidade, genotoxicidade, mutagenicidade,

ciclo celular.



ABSTRACT

This work aimed to evaluate the acute toxicity at the cellular level of milk chocolate drinks,
five companies of significant influence in the South American countries of food market and
Europe. This assessment was through the meristem cells of roots of Allium cepa L., the exposure
times 24 and 48 hours, directly in milk products marketed. Based on these results, it was found
that all analyzed chocolate milk samples caused a significant reduction in mitotic index, at the
lowest exposure time considered, and resulted in the two stipulated analysis times, statistically
significant number of mitotic spindle changes and micronuclei to meristem evaluated roots.
Therefore, the established analytical conditions, the chocolate milk were analyzed cytotoxic,
genotoxic and mutagenic. These results indicate that these foods have significant potential to
cause disturbances in cell proliferation and cell aberrations and therefore need to be assessed in
more detail in systems testing more complex, as in mammals, so that we can establish
ownership toxicity at the cellular level these drinks, since they are much appreciated by the

people around the world

Keywords: liquid chocolate drinks, cytotoxicity, genotoxicity, mutagenicity, cell cycle.
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1 INTRODUCAO

As bebidas lacteas achocolatadas do tipo ndo fermentadas sdo encontradas em todo o
mundo e consumidas por pessoas de todas as idades. Tais produtos possuem em sua formulacéo
basica constituintes nutricionais, como lactose, célcio, magnésio e ferro e vitaminas como
niacina, B1, B2, B6 e B12, considerados por profissionais da area de salde como essenciais
para o bom funcionamento do organismo (PFLANZER et al., 2010). Ainda, esses alimentos
proporcionam conveniéncia e praticidade em seu consumo frente ao acelerado ritmo atual de
vida da populacdo, apresentam excelentes propriedades sensoriais, como cor, odor e sabor
atrativos, e sdo comercializados em embalagens compactas, 0 que facilita sua estocagem
(BATISTA et al., 2015; OLIVEIRA et al.,, 2015). No entanto, para a obtencdo das
caracteristicas organolépticas oferecidas atualmente, a composicdo quimica original dos
achocolatados lacteos ndo fermentados sofreu diversas alteracBes desde seu lancamento no
mercado, no inicio da década de 90, dentre as quais a incorporacgdo de classes de aditivos ou
microingredientes alimentares sintéticos de agdes edulcorantes, aromatizantes, corantes,
acidulantes e espessantes (MIRTEN et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2016).

No Brasil, a confec¢do e comercializacdo de alimentos lacteos ndao fermentados é regida
pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, por meio da Portaria N° 36, de 31 de
outubro de 2000, que aprova os regulamentos técnicos para fixacdo de padrdes de identidade e
qualidade de bebidas lacteas fermentadas e ndo fermentadas (BRASIL, 2000). O documento
brasileiro foi construido com base nas determina¢fes do Codex Alimentarius, principal 6rgao
mundial responsavel pelo estabelecimento das normas gerais de formulagdo quimica, seguranca
e rotulagem de alimentos (SILVA et al., 2015; PFLANZER et al., 2010). Contudo, ha estudos
gue relacionam os microingredientes a efeitos prejudiciais a salde de quem os consomem, com
destaque ao puablico infantil. Entre as consequéncias descritas estdo o desenvolvimento ou
potencializagdo de alergias cronicas, distlrbios gastrointestinais e alteragdes no funcionamento
do sistemas nervoso central (GOMES et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2013; MOURA et al.,
2016; SALES et al., 2016).

As agéncias de vigilancia alimentar, como a European Food Safety Authority (EFSA) e a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), 6rgdo de seguranca alimentar brasileiro,
ressaltam em seus regulamentos técnicos a necessidade constante de estudos citotoxicoldgicos

de efeito agudo dos aditivos alimentares em geral, e, especialmente, dos alimentos
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industrializados compostos por eles. Destacam também que os resultados obtidos destas
andlises sdo a base de elaboracdo ou modificacdo de estratégias das agéncias de seguranca
alimentar e, consequentemente, de atuacdo dos profissionais responsaveis pela vigilancia
alimentar e nutricional da populacdo (BRASIL, 2007; MOURA et al., 2016; SALES et al.,
2016). Entretanto, em um ampla busca a literatura cientifica, verificou-se que ndo existem
trabalhos de avaliacdo de toxicidade em nivel celular de bebidas lacteas industrializadas, em

geral.

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 nimero cromossémico reduzido (2n=16), o
que facilita a deteccdo de alteracdes cromossdmicas e de fuso mitdtico (NEVES et al., 2014;
BIANCHI et al., 2015). Esse sistema teste € aceito internacionalmente por agencias de pesquisa
como um instrumento de avaliagdo de importante sensibilidade para andlise inicial da
citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade de substancia de interesse, uma vez que, 0S
resultados obtidos por meio dele, em grande parte das vezes, demonstram similaridade
satisfatoria aos observados com sistemas testes animais e culturas de células (Tikoglu, 2007;
HERRERO et al., 2011; TABREZ et al., 2011; GOMES et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2013;
CAMPOS e MARIN-MORALES, 2016; LACERDA et al., 2014; SALES, 2014; MOURA et
al., 2016; SANTANA et al., 2016; CAMPUS-VENTURA et al., 2016). Como exemplo pode-
se citar os trabalhos realizados por Gomes et al. (2013) e Oliveira et al. (2016) que avaliaram
em células meristematicas de raizes de A. cepa o potencial tdxico de corantes e aromatizantes
sintéticos, respectivamente, utilizados na industria de alimentos e obtiveram resultados

semelhantes aos obtidos em sistemas testes animais e com culturas de células.

Conforme descrito por Zilifdar et al. (2014) e Valavanidis et al. (2013), substancias
citotoxicas, genotoxicas e mutagénicas prejudicam mecanismos celulares vitais, como a
duplicacdo e a transcricao génica, alterando drasticamente a diviséo celular de tecidos por meio
de inducdo de aberracGes celulares, como as de fuso mitético e as quebras cromossémicas,
condicgéo que pode desencadear e/ou potencializar processos cancerosos. Segundo Zaineddin et
al. (2012), o desenvolvimento dos tipos mais comuns de cancer resulta da interag&o 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 produtos lacteos achocolatados, do tipo ndo fermentados,
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de cinco companhias alimenticias de relevante atuagdo no mercado de alimentos em paises da
América do Sul e Europa, com destaque ao Brasil, através das células meristematicas de raizes

de A. cepa.
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2 REFERENCIAL TEORICO

A populagdo brasileira passou por mudancas profundas durante as ultimas décadas,
como 0 aumento no crescimento da populagdo de forma rapida, houve um declinio nas taxas de
mortalidade e de fecundidade, ampliando significativamente a taxa de crescimento corrente da
populacdo (CARVALHO, 2004). Com esse aumento populacional surgiu tambeém a
necessidade de uma maior producdo de alimentos, modificando-se muito as formas de preparo
e fabricacdo destes, pois antigamente os alimentos provinham de regides préximas, ou vizinhas,
porém atualmente, devido a grande demanda, houve a necessidade de trazer alimentos de
regides distantes (SALES et al., 2014). Essa modificacdo na preparacdo e fabricacdo de
produtos alimentares acarretou na inclusdo de substancias para preservacdo da integridade
desses alimentos, substancias conhecidas por aditivos alimentares, que sdo adicionados aos

alimentos em qualquer estagio de sua producéo.

Aditivos sdo definidos pela Portaria n°® 540 - SVS/MS, de 27 de outubro de 1997, como:

Qualquer ingrediente adicionado intencionalmente aos alimentos, sem propoésito de
nutrir, mas com o objetivo de modificar as caracteristicas fisicas, quimicas, biol6gicas
ou sensoriais, durante a fabricagcdo, processamento, preparagdo, tratamento,
embalagem, acondicionamento, armazenagem, transporte ou manipulacdo de um
alimento. Ao agregar-se podera resultar em que o préprio aditivo ou seus derivados
se convertam em um componente de tal alimento, esta definicdo ndo inclui os
contaminantes ou substancias nutritivas que sejam incorporadas ao alimento para

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

Essa legislacdo também dispde que o uso do aditivo ndo exceda o indice de Ingestao
Diaria Aceitavel (IDA), a legislacdo indica quando o uso é proibido, como quando houver
suspeitas que o aditivo ndo € seguro para 0 consumo humano, ou, quando o uso encobrir falhas
no processo/manuseio do alimento, ou até mesmo quando este induzir o consumidor a erro e
confusdo (BRASIL, 2015). Inicialmente, esses aditivos eram naturais, mas os aditivos sintéticos
foram sendo incluidos gradualmente na inddstria, tornando-se predominante em relacdo aos
naturais (RANDHAWA; BAHNA, 2009).

Os aditivos alimentares classificam-se em varias classes, dentre elas estdo o0s
aromatizantes, corantes, espumantes, umectantes, reguladores de acidez, entre outros. Os
microingredientes que se classificam como aromatizantes séo substancias responsaveis por

conferir ou intensificar o aroma dos alimentos, sdo substancias odoriferas, que proporcionam
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cheiro bem proximo ao natural e se classificam nos seguintes grupos: aromatizantes naturais
estes sdo obtidos a partir de vegetais ou animais, por processos fisicos ou enzimaéticos e
aromatizantes artificiais sdo obtidos por meio de sintese, no caso do uso do aromatizante
sintético, é obrigatorio que se especifique no rétulo do produto sua presenca (MOURA et al,
2016; HONORATO, 2013). Substancias alimentares da classe dos conservantes séo
responsaveis por retardar ou impedir alteracdes provocadas pela acdo de enzimas dos

microrganismos, ou pela acdo de agentes fisicos (TONETTO et al., 2008).

Substancias que se classificam como espessantes, sdo hidrossollveis e hidrofilicos,
deixam o alimento mais viscoso ou consistente, sem alterar as suas demais propriedades, evita
que substancias em suspensdo venham a sedimentar (HONORATO et al., 2013), existem duas
fontes em potencial para a extracdo desses polissacarideos, uma de origem vegetal obtida
através de plantas terrestres e aquéticas, da qual podemos citar: carragena, carboximetil
celulose e goma guar. E de origem microbiana que é pela capacidade de biossintese de alguns
microrganismos ndo patogénicos, dos quais podemos obter os seguintes biopolimeros
bacterianos: xantana, gelana e dextrana. essa fonte de hidrocoldides apresenta vantagens como:
ingestdo sem efeitos adversos, independéncia de producdo com relacao as condi¢des climaticas
e instabilidade politica dos paises produtores, o que permite a sua producdo, com alto

rendimento e baixo custo dos substratos (DIAZ et al., 2004).

Corantes séo substancias que tem a fungédo de intensificar, restaurar ou dar cor aos
alimentos, podem ser classificadas em naturais, 0os quais ndo devem ser tratados como
totalmente seguros sé por serem de origem vegetal. Dos artificiais ou sintéticos podemos citar
alguns permitidos, que sdo: amarelo crepusculo, tartrazina, Bordeaux S, eritrozina, dentre
outros (BALBANI et al, 2006; LORENZONE, 2011), sendo os artificiais a classe que possui
mais estudos e pesquisas, e varios demonstraram acgdo carcinogénica (LIMA, 2011).

Estabilizantes ¢ uma classe de aditivo que sua principal funcdo € manter o produto
uniforme, ou seja manter uma dispersdo uniforme, mantendo as caracteristicas fisicas das
emulsBes e suspensdes, hd uma grande quantidade de espessantes permitidos para 0 uso,
podemos citar: citrato de sédio, celulose microcristalina, goma agar, dentre outros. No
processamento de alimentos o amido e seus derivados sdo amplamente utilizados (LIMA,
2011). No entanto alimentos que contenham essas substancias devem trazer em seus rotulos a
indicacdo dos utilizados, explicitamente ou através de codigos, sendo descrito por extenso a

respectiva classe.
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Atualmente ha uma grande quantidade de diferentes aditivos quimicos no mercado,
cerca de 2.700, e essa grande diversidade gera um interesse e uma necessidade de avaliar como
também regulamentar o seu uso, de uma forma segura para a sade humana, sem atrair possiveis
riscos (FENG et al., 2012). O comité Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives
(JECFA) encarrega-se de avaliar o potencial toxico e analisar a quantidade segura de ingestdo
desses aditivos, através dessa avaliagdo ele designa a Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA). A (IDA)
¢ a quantidade que pode ser ingerida diariamente, e por toda a vida sem causar mal a saude
(POLONIO; PERES, 2009).

A partir disso, diversos estudos apontam rea¢des alérgicas, do tipo crénica ou aguda aos
aditivos, sobressaindo a categoria infantil, por ser uma das maiores, sendo a maior consumidora
desses produtos, vale ressaltar que criancas sdo mais suscetiveis a reacdes adversas (POLONIO;
PERES, 2009). Por isso a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) juntamente com
outros 6rgdos regulamentadores estabelecem limites para quantidades que assegurem a saude,
pois 0 uso inadequado desses aditivos podem ocasionar o surgimento de doencas (BRASIL,
2007).

E importante ressaltar que ainda existem poucos estudos sobre o consumo dessas
substancias, fato de grande relevancia para avaliacdo de ingestao e possiveis efeitos deletérios
que essas substancias possam vir causar ao organismo (POLONIO; PERES, 2009). E essas
substancias sdo utilizadas em larga escala, na industria de alimentos, e esses alimentos foram
introduzidos na dieta da populagdo de forma répida. MONTEIRO et al (2010) classifica os

géneros alimentares em 3 grupos.

Sendo o grupo 1 os alimentos néo transformados ou minimamente processados, e estes
passam por processos fisicos, que sdo aplicados em alimentos basicos individuais, com a
finalidade de preserva-los tornando-o0s mais disponiveis, acessiveis, mais seguros e aceitaveis,
alguns desses processos sdo: secagem, refrigeracdo, reducdo de gordura, pasteurizacgdo,

fermentacdo, embalagem a vacuo, entre outros.

O grupo 2 culinaria processada, ou ingredientes de comida industrializada, ndo sdo
comestiveis, e sdo desagradaveis por si mesmos, e este grupo é composto por substancias que
sdo extraidas ou purificadas de alimentos ndo transformados para produzir ingredientes
culinarios, esses produtos alimentares do grupo 2 possuem mais energia e menos nutrientes do
que os alimentos integrais utilizados para a sua producgéo, os processos utilizados na producéo

destes sdo: processos quimicos fisicos, moagem, pressao, refinacdo, hidrogenacao e hidrolise,
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a utilizagéo de aditivos e enzimas, estes processos sdo diferentes dos usados na producdo dos

minimamente processados, pois mudam de forma radical a natureza dos alimentos originais.

E o grupo 3 que sdo os produtos alimentares ultra- processados, sdo o resultado da
transformacéo de vérios produtos alimentares, incluindo alimentos do grupo 1 e grupo 2, 0s
processos usados para produzi-los sdo: salgar, adogar, cozinhar, fritar, fritar profundamente,
adicionar fibras sintéticas, vitaminas e minerais, dentre outras. Esses processos sao feitos para
que os alimentos tornem-se duraveis, acessiveis, convenientes, e sao formulados para que
suportem o transporte por longas distancias, e diminuam a deteriorizagdo por acdo microbiana.
E o sua principal finalidade é que sejam consumidos em qualquer lugar, na rua, enquanto assiste

televisdo ou conduz um veiculo, isso da acessibilidade ao consumidor final.

TOLLONI et al (2011) diz que em 2007 cerca de 85% dos alimentos que faziam parte
da dieta alimentar da populagéo brasileira eram alimentos industrializados, e enfatiza alguns
fatores que contribuiram para esse aumento do uso desses alimentos, no qual podemos citar: a
influéncia do mercado publicitario, a globalizacdo, o ritmo acelerado de vida nas grandes
cidades. Esses alimentos prontos possuem um perfil nutricional desfavoravel, eles também
facilitam o habito de se alimentar antes das refei¢fes estimulando um consumo excessivo de
calorias, as caracteristicas organolépticas juntamente com as estratégias de marketing
influenciaram diretamente no crescimento acelerado do consumo desses produtos no Brasil
(MARTINS et al., 2013).

As bebidas lacteas sdo uma realidade no mercado brasileiro, representa 25% do
mercado, no total dos iogurtes no Brasil, de acordo com um recente levantamento, e por serem
processados de diversas formas, 0 numero de pesquisas que relatam sua estabilidade e seu
desenvolvimento tem crescido (PFLANZER et al., 2010). No entanto desde o inicio da década
de 90 a formulacdo quimica original basica dos achocolatados lacteos ndo fermentados, sofreu
alteracdes, com a inclusdo de aditivos e substancias alimentares sintéticas de acOes
aromatizantes, espessantes, acidulantes e edulcorantes (MIRTEN et al., 2013; OLIVEIRA et
al., 2016).

No Brasil, o Ministério da Agricultura, pecuaria e abastecimento, € quem rege a
confeccdo e comercializacdo de alimento lacteos ndo fermentados, por meio da Portaria N° 36,
de 31 de outubro de 2000, que aprova os regulamentos técnicos para fixacdo de padrdes de
identidade e qualidade de bebidas lacteas fermentadas e ndo fermentadas (BRASIL, 2000). O

Codex Alimentarius foi a base para a constru¢do do documento brasileiro, sendo este o principal
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6rgdo mundial responsavel pelo estabelecimento das normas gerais de formulagdo quimica,
seguranca e rotulagem de alimentos (SILVA et al., 2015; PFLANZER et al., 2010).

Honorato et al, (2014) relata a necessidade urgente de estudos que comprovem a
toxicidade do uso de aromatizantes alimentares, pois levanta uma série de ddvidas sobre a
toxicidade em nivel celular relacionado ao seu uso. Deste modo as agéncias de vigilancia
alimentar, Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) 6rgao de seguranca alimentar
brasileiro, e a European Food Safety Authority (EFSA) ressaltam através de seus regulamentos
técnicos a necessidade de estudos citotoxicoldgicos de efeito agudo dos microingredientes
alimentares em geral, e especialmente de alimentos industrializados, que estes fazem parte da
sua composicdo. Destacam também que os resultados obtidos nesses estudos servirdo de base
para possiveis mudancas nas estratégias da Agéncia de Seguranca Alimentar, e
consequentemente dos profissionais que sdo responsaveis pela vigilancia alimentar e
nutricional da populacdo (BRASIL, 2007; MOURA et al., 2016; SALES et al., 2016).
Entretanto, em uma ampla procura na literatura cientifica, verificou-se que ndo existem
trabalhos de avaliacdo de toxicidade em nivel celular de bebidas lacteas industrializadas, em

geral.

Neto et al (2005) menciona que toda informacdo genética e hereditaria, inclusive as
mutacdes que acontecem no material genético, ferramenta essa de grande importancia para a
variabilidade genética das populacGes, essas mutacdes do ponto de vista de um organismo é
quase sempre prejudicial, pois em organismos multicelulares essas perturbagdes inclinam-se a
perturbar a fisiologia e o desenvolvimento do organismo. Preservar 0 meio ambiente tem se
tornado cada vez mais preocupante para 0 mundo atual, pois 0 uso de produtos como corantes,
cosmeéticos e farmacos tém-se tornado maiores, e tem demonstrado taxas de mutagénese

ambiental mais altas.

Neves et al. (2014) salienta o teste de bioensaio com Allium cepa L. como eficiente para
a avaliacdo de toxicidade aguda em nivel celular de compostos quimicos, pois possuem poucos
cromossomos, 0 que auxilia na visualizagdo de alteracGes cromossomicas. Sendo esse sistema
teste muito eficiente, rapido, de baixo custo, e facil manuseio, ja foi validado por muitos
pesquisadores, que utilizaram teste in vivo de forma conjunta, e obtiveram resultados
semelhantes (SALES, 2014). O programa Internacional de Seguranga Quimica (IPCS) e o
programa Ambiental das Na¢bes Unidas (UNEP) validaram o sistema teste de avaliagOes
cromossdmicas em Allium, como sendo eficiente para analise e monitoramento in situ de

substancias genotoxicas (BAGATINI, et al. 2007). Leme, Marin-morales. (2009) considera esse
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bioensaio como sendo uma das abordagens mais eficientes na andlise de efeitos toxicos no
ambiente, e relata ser um dos mais utilizados para estes fins. Oliveira et al., (2013) e Gomes et
al., (2013) realizaram estudos com corantes alimentares, e seus resultados demonstram a
importancia desse modelo, por apresentar resultados semelhantes a outros ensaios, mostrando

ter excelentes pardmetros de analise citotoxica.

A necessidade de identificacdo de substancias com potencial mutagénico é crescente,
sendo que atualmente a humanidade esta cada dia mais exposta a diversos tipos de substancias
quimicas, e a diversos agentes fisicos que constitui riscos a saude. O material genético € muito
vulneravel a agressdes do ambiente, e isso fez com que surgisse uma &rea de pesquisa, a
Genética toxicologica, e esta dedica-se a pesquisas de propriedades mutagénicas e
antimutagénicas. O DNA é a molécula alvo da genética toxicoldgica, e é quem prova de forma
circunstancial o efeito genotdxico, ao qual é testado, podendo-se dizer que genotoxicidade é
qualquer dano causado a molécula de DNA (ANDRADE, 2007).

Agentes mutagénicos invadem a célula e se dirigem ao nucleo causando alteracdes no
material genético podendo desregular o ciclo celular, esses agentes podem ser substancias
citotoxicas, genotoxicas e mutagénicas, que quando alteram o ciclo, alteram a divisao celular
dos tecidos por meio de inducao de aberracoes celulares, condi¢cdes que podem desencadear ou
mesmo potencializar processos cancerosos (NETO et al., 2005; ZILIFDAR et al.,2014;
VALAVANIDIS et al., 2013). Zaineddin et al (2012) ressalta que o aparecimento de diversos
tipos comuns de cancer resulta da interacdo de fatores internos e ambientais, sendo notavel

neles, que a dieta alimentar € predominantemente constituida de alimentos industrializados.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 OBTENGCAO DAS AMOSTRAS DE ACHOCOLATADOS

Amostras de achocolatados lacteos industrializados, do tipo ndo fermentados,
fabricados pelas empresas de alimentos Pepsico®, Nestlé®, Marata ©, Piracanjuba® e Embaré®-
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. As analises de toxicidade foram

realizadas diretamente nos produtos lacteos comercializados.

Figura 1- Achocolatados usados, e as cebolas utilizadas

Fonte: Autoria propria, 2016

3.2 AVALIACAO DA TOXICIDADE EM RAIZES DE ALLIUM CEPA

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 analise
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 achocolatados
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(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¢do 24 horas.

Apo6s 24 horas foram retiradas algumas raizes e fixadas. Feito este procedimento, as
raizes restantes de cada bulbo foram devolvidas as suas respectivas solugGes onde
permaneceram por mais 24 horas, o que se denominou de tempo de exposi¢do 48 horas. Apds
este periodo, raizes novamente foram coletadas e fixadas. Os tempos de exposicédo 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: acido acético) por 24 horas. Em cada coleta,
retirou-se, em média, trés raizes por bulbo. Em todos os tempos de exposic¢do considerados, 0s
frascos com os tratamentos em estudo permaneceram em agitacdo leve e constante. Tal

procedimento foi realizado com o intuito de ndo permitir a precipitacdo das solugdes.

As laminas, em média 03 por bulbo, foram feitas seguindo o protocolo proposto por
Guerra e Souza (2002), e analisadas em microscépio 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 horas e tempo de exposi¢cdo 48 horas de cada grupo tratamento em analise.
Assim para cada grupo avaliado analisou-se um total de 15.000 células. Foram observadas
células em interfase, profase, metafase, anafase e tel6fase. Para o calculo do indice mitético
(IM) utilizou-se a seguinte equacgdo: (numero total de células em mitose + nimero total de
celulas analisadas) x 100.

Avaliou-se também a toxicidade das amostras de achocolatados por meio da frequéncia
de micronucleos, metafases colchicinicas, pontes anafasicas e telofasicas, amplificacGes

génicas, células com aderéncias, brotos nucleares e anafases multipolares.

3.3 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica dos dados, utilizou-se o teste do Qui-quadrado (y2), com nivel
de probabilidade <0.05.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base nos resultados obtidos (Tabela 1), verifica-se que os achocolatados das cinco

empresas consideradas causaram expressiva reducdo no indice de divisdo celular do tecido

meristematico analisado, nos dois tempos de exposicdo considerados, em relacdo aos indices

mitéticos observados para seus respectivos controles. No entanto, quando confrontados os

indices mitoticos do tempo de exposicdo 24 h com 0s seus respectivos tempo de exposicao 48
h, verificou-se que tais alimentos ndo promoveram reducéo significativa da divisdo celular do
tecido analisado.
Tabela 1 - Numero de células em cada fase do ciclo celular e de alteracGes celulares observadas

em tecido meristematico de raizes de Allium cepa tratadas com achocolatados pasteurizados,
das empresas alimenticias A, B, C, D e E, avaliados nos tempos de exposi¢do 24 e 48 horas.

ACHOCOLATADOS LACTEOS

Empresa TE TCII P M A T TCD IM (%)
Cco 3900 450 222 281 147 1100 22,02
A 24 h 4831 124 119 11 15 269 5,4
48 h 4754 194 26 13 13 246 4,9°
Co 4035 340 247 232 146 965 19,32
B 24h 4726 141 94 26 13 274 5,5°
48 h 4850 84 17 27 22 150 3,0°
Cco 3830 394 254 301 221 1170 23,42
C 24h 4720 127 85 45 23 280 5,6°
48 h 4799 91 49 41 20 201 4,0
co 3998 320 277 213 192 1002 20,07
D 24h 4602 199 144 24 31 398 8,0
48 h 4684 109 95 79 33 316 6,3°
CcoO 3938 299 313 297 153 1062 21,22
E 24 h 4631 121 98 81 69 369 7,4°
48h 4699 139 44 99 19 301 6,0°

1A — Pepsico©; B — Nestlé©; C — Marata©; D — Piracanjuba®©; E — Embaré®©; TCIl — Total de células em interfase
e indiferenciadas; TE — Tempo de Exposicao; P- Profase; M- Metafase; A- Anafase; T- Teléfase; CO — Controle;
IM — indice Mitético; TCD — Total de células em divis&o; valores de IM seguidos da mesma letra dentro de um
mesmo tratamento ndo diferem significativamente entre si, ao nivel de 5%, pelo teste y.
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Tabela 2 - Numero e tipo de alteragBes encontradas em cada tempo de exposi¢do das amostras.

4 Ponte
TE Yit?f? > P,clznt'e telofasica TAC
Empresa colcnicinica anarasica Microntcleo
CO 00 00 00 01 012
A 24h 09 11 09 54 83P
48h 18 07 21 30 76P
CcO 00 01 00 00 012
B 24h 19 17 09 15 60°P
48h 21 07 07 18 53b
CO 00 01 00 00 01
C 24h 08 34 14 32 8gPb
48h 13 11 07 40 71°
CO 01 00 00 00 012
D 24h 23 15 00 22 60°
48h 11 21 11 13 560
CO 01 00 00 00 Ola
E 24h 19 13 03 19 54 b
48h 21 11 11 14 57 b

Tabela 2: A — Pepsico©; B — Nestlé®©; C — Marata®©; D — Piracanjuba®©; E — Embaré®; TE — Tempo de
Exposi¢cdo; CO — Controle; TCA — Total de Alterag6es Celulares.

Assim, todas as amostras de achocolatados avaliadas, nas condi¢Bes de estudos
estabelecidas, foram citotdxicas as células meristematicas de raizes de Allium cepa, por terem
ocasionado efeito antiproliferativo acentuado aos meristemas de raizes ao qual foram expostos.
De acordo com Gomes et al. (2013), Marques et al. (2015), Moura et al. (2016) e Sales et al.
(2016), a reducdo do indice mitdtico ocasionada por compostos quimicos em tecidos sem
nenhum tipo de mutacéo e/ou alteracdo celular € prejudicial ao organismo em que ocorrem, em
razdo de ndo permitir ou limitar a reposicdo de células, alterar a producdo de proteinas e,

consequentemente, resultar no mal funcionamento do 6rgao onde esta localizado.

Na Tabela 2, também se observa que todos os achocolatados, nos dois tempos de
exposicdo considerados, induziram a formacdo expressiva de alteragdes de fuso mitético,

representadas no presente estudo pelas metafases colchicinicas e pontes anafasica e tel6fasica,
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0 que caracteriza as amostras avaliadas como genotoxicas, e de quebras cromossdmicas,

caracterizadas pela formacdo de micronucleos.

Alteracdes de fuso mitdtico 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 0s sucos prontos, classifica
substancias, compostos ou solucdes testadas como mutagénicas (CORCUERA et al., 2015). Tal
condigdo com os achocolatados indica que os mesmos devam ser avaliados em sistemas testes
animais, uma vez que, de acordo com Queiroz et al. (2013), a ocorréncia de alteracdes celulares,
apesar de ndo ser medida de carcinogenicidade, esta frequentemente associada ao aparecimento
de cancer, que ha correlacdo positiva entre 0 aumento de aberracfes de fuso mitotico e de

celulas micronucleadas, e a deteccéo de neoplasias.

A frequéncia de alteracGes celulares observadas na Tabela 02 corrobora aos resultados
de reducdo da divisao celular obtido. Aissa et al. (2012) relatam que metafases com alinhamento
incorreto de cromossomos na placa equatorial, as denominadas metéfases colchicinicas, assim
como, cromossomos em atraso na anafase e/ou tel6fase, conhecidas como pontes anéfasicas e
telofasicas, resultam na formacéo de células com nimeros cromossdémicos distintos, bem como
com alteracBes cromossémicas estruturais. Considerando que o principio do ciclo celular é a
formacao de células idénticas, a producédo de células com alteracdo na estrutura e/ou no nimero
cromossémico, que tornam o funcionamento celular inviavel, tendem a ser eliminadas de

tecidos com funcionamento normal.

Conforme mencionado anteriormente, ndo existem na literatura cientifica, até o
momento, trabalhos de avaliacdo toxicologica em nivel celular referentes a bebidas lacteas
industrializadas ndo fermentadas. 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, 2006). Porém, é de grande importancia
mencionar que a composi¢do quimica de achocolatados lacteos, como estes avaliados no
presente estudo, é permitida e assegurada pela legislacdo brasileira (BRASIL, 2000) e
internacional (FAO, 2016).

Dentre os edulcorantes encontrados nestes achocolatados estdo o aspartame, o ciclamato

de sodio, o acesulfame de potassio e a sacarina sodica. Van Eyk et al. (2015), verificaram, por
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meio das linhagens celulares Caco-2 (células de col6n), HT-29 (células de c6lon) e HEK-293
(células de rim), que estes edulcorantes foram citotdxicos, genotoxicos e mutagénicos as células
estudadas. Corroborando aos resultados destes pesquisadores, Sasaky et al. (2002), através do
teste do cometa, observaram que o sacarina sddica e o ciclamato de sodio foram genotoxicos e

mutagénicos as células de cdlon de roedores.

Na formulagdo quimica destes produtos lacteos também encontra-se o aditivo de aroma
e sabor sintético artificial de chocolate, aditivo que reforca o aroma de cacau em po presentes
nas bebidas lacteas achocolatados. Marques et al. (2015) avaliaram a toxicidade em nivel
celular de aromatizantes de chocolates e verificaram que este microingrediente alimentar
reduziu drasticamente a divisdo celular e causou aberracdes celulares a meristemas de A. cepa.
Da mesma forma, Sales et al. (2016) avaliaram a acdo de aromatizantes de chocolates em
medula 6ssea in vivo de camundongos, e verificaram que este aromatizantes causou reducdo na
maturacdo de eritrécitos e induziram a formagdo de micronucleos no tecido hematopoiético

avaliados, mostrando-se citotoxicos e mutagénicos.



28

5 CONCLUSAO

Todas as amostras de achocolatados avaliadas foram citotoxicas, genotdxicas e
mutageénicas as celulas 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 formulacdo basica de bebidas lacteas achocolatadas, sinalizam a necessidade de avaliagdes
mais detalhadas, em sistemas testes com maior nivel de complexidade, para que entéo se possa
estabelecer com seguranca a toxicidade em nivel celular desses alimentos, e assegurar a salude

de quem 0s consome.
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