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RESUMO

A presente pesquisa tem o intuito de avaliar a acdo em nivel celular de leites desidratados ou
em pd do tipo integral de quatro empresas de reconhecida atuagdo no mercado brasileiro de
alimentos, assim como de outros paises da América do Sul. A avaliacdo se deu em células
meristematicas de raizes de Allium cepa L., nos tempos de exposi¢cdo 24 e 48 horas, onde 0s
produtos lacteos diluidos em agua mineral foram testados nas concentracfes 130 g/1000mL e
130g/500mL. Com base nos resultados obtidos, todas as amostras avaliadas nos tempos de
andlises estabelecidos reduziram a proliferacdo celular dos meristemas de raizes
demonstrando significativo efeito citotoxico. Ainda, a concentragdo 130 ¢/1000ml das
amostras analisadas induziu nas 24 horas de exposicao frequéncia expressiva de alteracdes de
fuso mitético e microndcleos as células do tecido analisado caracterizando-se, nas condi¢des
de andlises estabelecidas, como genotdxicas e mutagénicas, respectivamente. Portanto, com
base nos dados obtidos, conclui-se que os leites em pd avaliados causaram relevante
instabilidade genética as células do organismo teste utilizado. Estes resultados sdo de grande
relevancia em razdo de, até 0 momento, ndo existirem estudos de toxicidade de produtos
lacteos desidratados, e nem dos aditivos alimentares presentes na formulacdo destes
alimentos.

Palavras-chave: leite instantaneo; divisao celular; distdrbios de fuso mitético, tecido

meristematico.



ABSTRACT

The present research aims to evaluate the action at the cellular level of dehydrated or
powdered milk of the integral type of four companies of recognized performance in the
Brazilian food market, as well as other South American countries. The evaluation occurred in
cells Allium cepa L. roots, at 24 and 48 hour exposure times, where the milk products diluted
in mineral water were tested at 130 g / 1000 mL and 130 g / 500 mL concentrations. Based on
the results obtained, all the samples evaluated at the established analysis times reduced the
cellular proliferation of the root meristems demonstrating a significant cytotoxic effect.
Moreover, the concentration of 130 g / 1000 ml of the analyzed samples induced the
expressive frequency of mitotic spindle and micronucleus alterations in the analyzed tissue,
characterized in the conditions of established analyzes, as genotoxic and mutagenic,
respectively. Therefore, based on the data obtained, it is concluded that the powdered milks
evaluated caused significant genetic instability to the cells of the test organism used. These
results are of great relevance because, to date, there are no toxicity studies of dehydrated dairy
products, nor the food additives present in the formulation of these foods.

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

O leite bovino, em funcdo de sua composicao de lipideos, sacarideos e vitaminas, é
considerado um dos alimentos mais completos em termos nutricionais para a dieta humana
(TAFFAREL et al., 2015). Dentre as varias formas em que este alimento é oferecido para o
consumidor, o leite em p6 ou desidratado tem uma maior estabilidade dos componentes
nutricionais, o que lhe proporciona maior vida de prateleira, podendo ser classificados
conforme seu teor de lipideos em integral, semidesnatado e desnatado, onde o tipo integral é
0 mais consumido pela populagéo.

De acordo com Oliveira (2008), este alimento é preparado a partir da desidratacdo do
leite, condicdo que o protege da contaminacdo por microrganismos indesejaveis. Segundo
este mesmo autor, tais produtos lacteos também sédo isentos de aditivos alimentares de cor,
aroma e sabor. No Brasil, estes produtos sdo normatizados pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento, através do Regulamento Técnico de ldentidade e Qualidade dos
leites desidratados— Portaria n°® 369, de 1997 (BRASIL, 1997). Tal regulamento foi
confeccionado com base nas determinagfes do Codex Alimentarius, 6rgdo que regulariza em
todo o mundo as normas gerais de composi¢do quimica, seguranca e rotulagem de alimentos
(PFLANZER et al., 2010).

Apesar de ndo se atribuir aos leites em p6 os aditivos aromatizantes, corantes e
conservantes — microingredientes cientificamente comprovados como tdxicos em nivel
sistémico e celular (MARQUES et al., 2015; MOURA et al., 2016; SALES et al., 2016) -
sdo adicionados a esses alimentos aditivos de acdo umectante, estabilizante e antioxidante
que, dentre outras caracteristicas, tém a funcdo de preservar a textura e a homogeneidade e
garantir a ndo oxidacédo do leite, principalmente, apds aberto para consumo (AGUIAR et al.,
2015; TAFFAREL et al., 2015).

Orgéos 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 agudo de microingredientes alimentares de modo geral, e
especialmente dos alimentos acrescidos destes compostos, uma vez que muitos aditivos
alimentares, como 0s de acdo umectante, estabilizante e antioxidantes, ndo foram avaliados
guanto aos seus potenciais efeitos citotdxicos, genotdxicos, mutagénicos e carcinogénicos
(GOMES et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2013; MARQUES et al., 2015; MOURA et al.,
2016; SILVA et al., 2016). Ainda, enfatizam que os resultados obtidos das analises

toxicoldgicas séo a base de elaboracdo ou modificacdo dos documentos que normatizam a
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composi¢cdo basica e o indice de ingestdo 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 ndo existem
trabalhos de avaliacdo de toxicidade de bebidas lacteas comercializadas na forma
desidratada ou em po.

Um exemplo de teste que pode avaliar a toxicidade a nivel celular dos leites seria a
analise dos 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 em raz&o de apresentarem numero cromossémico reduzido
(2n=16), o que favorece a deteccdo de alteragfes cromossomicas ou clastogénicas, de fuso
mitotico ou aneugeénicas, e de distdrbios no indice proliferacdo celular (NEVES et al., 2014;
BIANCHI et al., 2015). Esse sistema teste € 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, 0s
resultados obtidos por intermeédio 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; CAMPOS-PEREIRA et al., 2016).

Portanto, pretendeu-se na presente pesquisa avaliar, em células meristematicas de
raizes de A. cepa, a toxicidade de leites em pd, do tipo integral, de quatro empresas de
expressiva relevancia no mercado de alimentos brasileiro, assim como de outros paises da

Ameérica do Sul.



2. REFERENCIAL TEORICO

Nos ultimos anos, a abertura da economia de alguns paises incluindo o Brasil tem
incentivado o aumento do mercado consumidor, além da estabilizacdo monetaria. O preco
real dos alimentos industrializados acabou diminuindo, o que resulta no favorecimento da
participacdo de pessoas que possuem uma renda menor no mercado alimenticio
industrializado. Em suma, a medida que se aumenta a renda de um pais e seus indices
econémicos, o consumo de alimentos passa a ser mais sofisticado. E a preferéncia maior de
alimentos industrializados acontece também pela facilidade de obtencdo (POLONIO;
PEREZ 2009).

Além desses fatores, podemos também citar o grande avanco social das mulheres,
que com o trabalho, passam a conviver fora do lar, e como os alimentos industrializados tém
maior praticidade, rapidez, durabilidade e boa aceitacdo de produto, os habitos alimentares
da familia brasileira acabam por serem substituidos o que antes eram in natura por
alimentos industrializados. Com isso, a dieta alimentar humana tem sofrido modificacGes e €
possivel notar 0 aumento de doencas cronicas associadas ao consumo processado, reacoes
adversas e carcinogenicidade em longo prazo, acrescentando uma preocupacéo,
principalmente a salde das criangas, pois estas possuem menos massa corpérea para a
quantidade de alimentos industrializados consumidos. (POLONIO; PEREZ 2009; DE
AQUINO, PHILIPPI, 2002).

Hoje € possivel identificar nos mais diversos alimentos consumidos pelos
brasileiros, aditivos que podem ser inseridos no momento de fabricacdo do produto. Estas
mesmas substancias também conhecidas como microingredientes, que sdo utilizadas em
larga escala pela industria alimenticia e adicionados para o melhoramento dos alimentos em
sabor, aroma, conservacao e textura entre outras coisas, sdo 0s aditivos alimentares. Eles ndo
possuem o objetivo de nutrir, mas de modificar as caracteristicas fisicas, quimicas e
biol6gicas sensoriais e ainda atingem o mundo inteiro principalmente os grandes centros
urbanos onde as pessoa fazem grande consumo das comidas processadas. (POLONIO,
PEREZ 2009). O uso atual dessas substancias tem aumentado bastante com a globalizacéo,
0 desenvolvimento da logistica e 0 grande avango na area quimica, resultando em um
numero consideravel de aditivos incorporados e comercializados pela industria alimenticia
oferecendo melhorias na qualidade fisica dos alimentos, gerando melhor renda e maior
preferéncia da populagdo ao consumo desses produtos do que alimentos in natura.
(HONORATTO et.al. 2013).



Os aditivos sdo classificados em naturais, que sdo aqueles que sdo retirados e
utilizados diretamente de partes das plantas, como o urucum, casca de uva, beterraba e etc, e
classificados em sintéticos que passam pelo processo quimico antes de chegar ao
consumidor. Atualmente é observado em algumas pesquisas e estudos que 0s sintéticos
podem prejudicar a saude pelo uso de forma indiscriminada por mais que proporcionem
maior duracdo do sabor, do aroma e do préprio alimento, mas que sdo apontados por
causarem diversas reagdes ao organismo, inclusive expor o organismo a doencas cronicas
em consequéncia de dietas descontroladas. Os mesmos sdo encontrados nos rétulos dos
produtos, porem percebe-se a falta de informacgbes de identificagdo das quantidades
utilizadas para a populagéo, informacdes estas que poderiam mostrar quais 0s riscos que
podem acontecer se ingeridos sem limites diarios. (CHAGAS et. al. 2014,
ALBUQUERQUE et. al. 2012).

De acordo com Salinas (2002), no quadro abaixo os aditivos estdo classificados das
seguintes formas, destacando-se suas funcdes:

Quadro. 01 Classe de aditivos alimentares

TIPO FUNCAO
Antiespumante Previne ou reduz a formacao de espumas.
Antiumectante/Antiaglutinante S&o capazes de reduzir caracteristicas higroscopicas de alimentos

e diminuir a tendéncia das particulas individuas a aderir umas as outras.

Antioxidante Retarda o aparecimento de alteragéo oxidativa do alimento.
Corante Confere, intensifica ou restaura a cor do alimento.
Conservante Impede ou retarda a alteragéo dos alimentos provocada por

microorganismos e enzimas.

Edulcorante E diferente dos agucares que do sabor doce aos alimentos.
Espessante Aumenta a viscosidade dos alimentos.
Gelificante D4 textura através da formacéo de gel.
Estabilizante Manutencdo de dispersdo uniforme de duas ou mais substancias

imisciveis em um alimento.

Aromatizante/flavorizante Substancia ou mistura com propriedades aromaticas, sapidas ou
ambas, capazes de dar ou reforcar o aroma, o sabor ou ambos dos

alimentos

Umectante Protege os alimentos da perda de umidade em ambiente de baixa

umidade relativa ou que facilitam a dissolucdo de um pé em meio

aquoso.
Regulador da acidez Altera ou controla a acidez ou alcalinidade dos alimentos.
Emulsionante/Emulsificante Tornam possivel a formagdo ou manutencdo de uma mistura

uniforme de duas ou mais fases imisciveis no alimento.




Melhoradores da farinha S&o substancias que ser adicionadas a farinha, melhoram sua

qualidade tecnoldgica.

Ressaltante de sabor Ressalta e real¢a o sabor e/ou aroma de um alimento

Fermentos quimicos Séo substancias ou misturas de substancias que liberam gés e

desta maneira, aumentam o volume de massa.

Abrilhantadores Substancias que quando aplicadas na superficie do alimento

proporcionam aparéncia brilhante ou dao revestimento protetor.

Agente de firmeza ou Tornam ou mantém os tecidos de frutas ou hortalicas firmes e
endurecedor ou texturizante crocantes, ou interagem com agentes gelificantes para produzir ou

fortalecer o gel.

Sequestrante Complexos quimicos com ions metalicos.

Espumantes Possibilitam a formag&o ou manutencdo da dispersdo uniforme de

uma fase gasosa em um alimento liquido ou solido.

Fonte: Salinas, 2002

A ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), 6rgao nacional responsavel
pelo controle dos alimentos e suas substancias para protecdo da salde da populacdo
brasileira comenta sobre estes tais aditivos e segundo a RESOLUCAO N° 388, DE 5 DE
AGOSTO DE 1999, com o objetivo de minimizar os riscos a saude da populacdo em geral,
regula em que quantidades maximas os produtos alimenticios industrializados podem conter
de aditivos estabelecendo suas funcBes e seus limites maximos para cada categoria de
alimentos.

Segundo a Anvisa (1997), a ingestdo dessas substancias ndo devem ultrapassar o
IDA (Ingestdo Diaria Aceitavel) sob os niveis estipulados de concentracdo tolerado aos tipos
especificos de alimentos por massa corpérea e devem atender a pureza estabelecida pela
FAO-OMS- Food Chemical Codex como referéncia do uso de aditivos. Ainda assim, nos
ultimos anos observou-se uma discussao a respeito da toxicidade dos grupos sintéticos pela
genotoxicidade, e os riscos que podem causar a saude a fim de que se determine os efeitos
nocivos, ja que desempenham um papel importante na inddstria dos alimentos
(HONORATO et. al. 2013).

Estudos realizados em alguns paises como a india, mostraram que a ingestao desses
aditivos pela populagdo excedem os niveis maximos do IDA, como por exemplo, as criangas
apresentaram uma ingestéo de alimentos solidos entre 2 e 465 g/dia e de 25 a 840mL/dia de
alimentos liquidos com adicdo de corantes (Polbnio; Perez, 2009). Ja Shumann (2008)
explica que mesmo que a Anvisa propunha resolugdes sobre a quantidade de ingestdo de
aditivos, ainda assim é preciso um controle ja que ndo existe a obrigatoriedade legal na

industria de alimentos a declarar as quantidades adicionadas e comercializadas.




Dentre os alimentos consumidos em larga escala, podemos citar um produto bem
consumido pela populagéo, que se pode encontrar facilmente nos mercados, comercializado
de varias formas, desde esterilizado, aromatizado, dentre outros, é o leite. Liquido branco,
opaco, levemente adocicado, com odor pouco acentuado, o leite é o produto da secrecdo da
glandula mamaria das fémeas no periodo de lactacdo, liberado pelo processo da ordenha. E
um dos liquidos mais consumidos no mundo inteiro por pessoas de todas as idades e é
bastante relevante no mercado. Pelo seu valor nutritivo elevado, torna-se o Gnico alimento
que satisfaz as necessidades nutricionais e metabolicas dentre os recém-nascidos das
espécies de mamiferos (VALSECHI, 2001; SGARBIERI, 2004).

Na sua constituicdo existem proteinas, carboidratos, lipideos, minerais e
vitaminas dissolvidas em agua, gerando pela mistura desses compostos, propriedades
complexas importantes para a alimentacdo humana de todas as idades, principalmente para
criangas e recém-nascidos. No aspecto energético, o leite pode fornecer elementos essenciais
a manutencdo do equilibrio organico e oferecer a reposicdo de elementos minerais
essenciais, 0 que ird proporcionar o bom funcionamento do metabolismo e estrutural dos
organismos, e manutencdo do equilibrio organico, o que ocorre por meio da reposicdo
mineral. Em sua composic&o geral, possui em ordem decrescente: Agua (87,30%), Lactose
(4,90%), Gordura (3,80%), Proteinas (3,30%) e Minerais (0,72%) (SGARBIERI, 2004;
REIS et. al. 2001).

A lactose é o acgucar do leite, com o0 nome quimico 4-B-D-galactopiranosil-D-
glicopiranos, ela é responsavel pela acidez e o sabor agradavel. E um dissacarideo composto
pela unido dos monossacarideos D-glicose e D-galactose, e estdo ligados por ponte
glicosidica R-1,4 (GONZALEZ et.al 2001; GAONA, 2006).

A gordura é o terceiro componente mais abundante do leite. Este material formado
por lipideos tem forma de emulsdo na mistura que compde o leite e contribui muito para o
resultado energético final. A gordura do leite também é muito importante para obtencao de
sabor e odor do leite e seus derivados, além de ser a base para fabricacdo dos proprios
derivados. A coloracdo branca que o leite possui se da devido aos glébulos de gordura e as
micelas de caseina e fosfato de céalcio suspensas em fase aquosa que variam de 0,1 a 10
micrometros (GONZALEZ et.al 2001).

A caseina é relativamente a principal proteina presente no leite. Apresenta boa
qualidade nutricional, fornecendo uma quantidade de aminoacidos que possui

digestabilidade de cerca de 97%. Além disso, a mesma proteina ird permitir 0s processos



tecnoldgicos para sua transformacéo, principalmente na fabricacéo de queijos (VALSECHI,
2001; REIS et.al. 2002).

No leite sdo encontrados alguns tipos de minerais como calcio e fésforo que séo
essenciais na alimentacdo humana de todas as idades, para a formacdo dos 0ssos e dentes
principalmente de lactantes e criangas. Muitas vitaminas sdo encontradas no leite, mas ele
serd mesmo uma grande fonte de vitamina A, riboflavina e cianocobalamina que contribuem
para a boa viséo, integridade da pele e estdo ligadas ao crescimento do organismo e funcao
imunolodgica além de ser essencial a manutencdo fisiologica do organismo (VALSECHI,
2001; FERNANDES, 2005).

Nas diferengas de alimentacdo da populacdo brasileira entre alguns anos esta a
forma em que este produto € consumido, sendo antes consumido in natura, e hoje como
produto industrializado, comercializado em sua forma liquida integral ou desengordurado e
pasteurizado ou esterilizado. Essas mesmas formas sdo também comercializadas
desidratadas, que é o leite em pd. Porém, apesar de ndo se atribuir aos leites em p6 os
aditivos aromatizantes, corantes e conservantes — microingredientes cientificamente
comprovados como toxicos em nivel sistémico e celular (MARQUES et al., 2015; MOURA
et al., 2016; SALES et al., 2016) - sdo adicionados a esses alimentos, aditivos de agéo
umectante, estabilizante e antioxidante que, dentre outras caracteristicas, tém a funcdo de
preservar a textura e a homogeneidade e garantir a ndo oxidacdo do leite, principalmente,
apos aberto para consumo (AGUIAR et al., 2015; TAFFAREL et al., 2015). De acordo com
Oliveira (2008), este alimento é preparado a partir da desidratacdo do leite, condi¢do que o
protege da contaminacdo por microrganismos indesejaveis.

Os produtos lacteos, no Brasil, sdo normatizados pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento, através do Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade dos
leites desidratados— Portaria n°® 369, de 1997 (BRASIL, 1997). Tal regulamento foi
produzido com base nas determinacfes do Codex Alimentarius, 6rgdo que regulariza em
todo o mundo as normas gerais de composi¢do quimica, seguranca e rotulagem de alimentos
(Brasil, 1996; PFLANZER et al., 2010). Na América do Sul, hd um importante mercado de
leite em po integral e desnatado, no qual o Brasil, o0 sexto maior produtor de leite do mundo
atua como um importante exportador bem como a Argentina (PINHA, 2014).

Para o leite em p6 a ANVISA determinou na Resolugdo n° 1 de 26 de abril de 1999,
em reunido realizada em 22 de margo de 2000, o seguinte regulamento citando o cddigo

geral dos aditivos permitidos e a quantidade recomendada:



Quadro 02: Aditivos aceitos pela ANVISA em Leites e suas quantidades.

Leite em P Integral Quantidade
Estabilizante

331 iii Citrato de Sodio, Citrato Tridissodico quantum satis

332 Citrato de Potassio, Citrato Tripotassico quantum satis

Leite em P6 Instantaneo

Emulsificante

322 Lecitina quantum satis
Estabilizante

331 iii Citrato de Sodio, Citrato Trissédico guantum satis

332 Citrato de Potassio, Citrato Tripotassico quantum satis

Fonte: ANVISA, 1999

Entre os dados é possivel notar que a ANVISA indica a quantidade de alguns
aditivos como quantum satis (g.s.), 0 que significa que é permitida a quantidade necessaria
para obter o efeito tecnologico desejado desde que ndo altere a identidade e a genuinidade
do produto, ou seja, as taxas de quantidades ficam a critério da propria empresa de
fabricacdo dos produtos alimenticios.

Nota-se uma escassez de trabalhos e estudos de embasamento para sanar
completamente as duvidas sobre a citotoxidade, carcinogenicidade e mutagenicidade desses
aditivos (HONORATO et. al 2014). Portanto, recomenda-se que haja estudos dessa area,
pois é possivel notar que pouco é encontrado em conhecimento cientifico com pesquisas e
estudos a respeito do tema proposto, e que essas pesquisas possam mostrar de forma
satisfatoria a avaliacdo dessas substancias em quesitos como mutagenicidade,
carcinogenicidade e toxicidade visto que o tema genotoxicidade tem emergido como grande
preocupacao para busca de informacéo através da pesquisa genética.Além disso que possam
esclarecer a comunidade as propriedades mutagénicas e antimutagéncias de alguns produtos
usados pela populacdo, fazendo-se diversos sistemas de testes. O beneficio € que nos
sistemas-testes oferecem uma prova circunstancial do potencial genotdxico, quando causa
danos ao DNA (ANDRADE, 2007; HONORATO et. al 2014)

Os testes nas células meristematicas da raiz em Allium cepa, utilizado por muitos
pesquisadores, se aplica bem a avaliagdo, podendo assim estimar uma garantia de consumo
correto e retirar davidas pertinentes ao assunto e a influéncia na saude da populagdo. Na
comunidade cientifica, o Allium cepa € considerado um organismo eficiente em testes de
avaliacdo da citotoxicidade e genotoxicidade de produtos, alem disso é bem aceito por
diversos fatores como o rapido crescimento de raizes, a boa tolerdncia a variagdes das

condig@es para o cultivo, a facilidade em ser manuseado e o fato de possuir uma quantidade
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menor de cromossomos além de que cebolas sdo faceis de serem armazenadas, manuseadas
e as células da raiz constituem um sistema conveniente tanto para parametros macroscopicos
quanto para microscopicos (GRIPPA, et. al 2010; AMARAL et. al. 2007)

Esse teste tem sido aceito pela IPCS (Programa Internacional de Seguranca
Quimica), OMS (Organizacdo Mundial da Salde) e UNEP (Programa Ambiental das
Nacdes Unidas) e nesse estudo foi observado durante o ciclo celular se o leite de diferentes
marcas afetam processos quimicos como a duplicacdo e transcricdo e se podem gerar células
cancerigenas, com lesbes no seu material genético. Assim, torna-se importante os testes
dessas subtancias em bioindicadores, como os feitos com sistemas testes vegetais, que
inclusive tém sido bem aceitos, principalmente o de Allium cepa na avaliacdo de riscos de
genetoxidade, pois a ativacdo de pré-mutagénicos das raizes meristematicas possui alta
relevancia. Também, a pesquisa de bioindicadores como com as células raiz da cebola e
alteracdes cromossomicas decorrentes de seu metabolismo com a presenca de agentes
mutagénicos, tem sido relatado por varios autores e alertado a populagéo sobre consumo de
substancias em testes feitos e avaliados (BAGATINI et.al. 2007).



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 OBTENCAO DOS LEITES INTEGRAIS EM PO
Os leites em po, fabricados pelas empresas Nestlé®, Piracanjuba®, Itambé® e Embaré®
-denominadas adiante de A, B, C e D, respectivamente - foram adquiridos em mercado

varejista na cidade de Picos no Estado do Piaui, Brasil, em maio de 2016.

Figura 01: Leites Integrais em P6 A. Nestlé. B. Piracanjuba. C. Itambé. D. Embare.

@

Piracanjuba

Fonte: Google, 2016

Teve-se 0 cuidado de verificar se os alimentos lacteos estavam dentro do prazo de
validade e se suas embalagens ndo estavam violadas e/ou danificadas. As amostras de leite
das empresas estavam acondicionadas em embalagens plasticas que continham 130 g do
produto em pd. Nos rétulos sugeria-se como ideal para consumo a dilui¢do de todo o leite do
pacote em um litro de agua mineral fervente. Com base nesta orientacdo, estabeleceu-se
duas concentracdes para analise: 130g/1000ml e 130g/500ml. Apéds a diluicdo, os produtos
lacteos foram deixados para esfriar a temperatura ambiente, e logo em seguida iniciou-se a

andlise de toxicidade.

3.2 OBTENCOES DE CELULAS MERISTEMATICAS DE RAIZES DE A. CEPA PARA
A ANALISE CITOGENETICA

Inicialmente, os bulbos de cebola foram colocados em frascos preenchidos com agua
mineral, a temperatura ambiente (x 27°C), até a obtencdo 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
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amostras de leite (tratamentos), algumas raizes foram coletadas e fixadas para servirem de
controle do préprio bulbo. Em seguida, as raizes restantes foram postas em seus respectivos

tratamentos por 24 horas, procedimento denominado de tempo de exposi¢éo 24 horas.

Figura 02: Bulbos de cebola em frascos com &gua para crescimento das raizes

Fonte: Autoria prépria, 2016

Ap0s 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, o que se denominou de tempo de exposicdo 48 horas.
Apds este periodo, raizes novamente foram coletadas e fixadas. Os tempos de exposicdo 24
e 48 horas foram escolhidos com o intuito de avaliar a acdo dos leites em pd diluidos em
mais de um ciclo celular. A fixagdo das raizes se deu em Carnoy 3:1 (etanol: &cido acético)

por 24 horas. Em cada coleta, retirou-se, em média, trés raizes por bulbo.

3.3 PREPARO E LEITURA DAS LAMINAS E ANALISE DE DADOS

As laminas, em média 03 por bulbo, foram feitas sequindo 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 exposicdo 48 horas de cada grupo tratamento em
analise. Assim, para cada amostra de leite analisou-se um total de 15.000 células incluindo-
se as amostras de controle. Foram observadas células em intérfase, profase, metéfase,
anéfase e teléfase. Para o célculo do indice mitdtico (IM) utilizou-se a seguinte equacao:

(ndmero total de células em mitose +~ numero total de células analisadas) x 100.
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Figura 03 - Principais fases da divisdo mitdtica A. Célula em intérfase. B. Célula em
profase. C. Célula em metéfase. D. Célula em anafase. E. Célula em tel6fase

Fonte: Autoria Propria, 2016.
Avaliou-se também a toxicidade das amostras de leite através da frequéncia de

micronucleos ou de efeitos clastogénicos e de metéafases colchicinicas, pontes anafasicas e
telofasicas, amplificacdes 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 (%), com nivel de probabilidade
<0.05.

Figura 04: Algumas das principais mutagcdes cromossomicas encontradas nas laminas A.
Metafase colchicinica. B. Ponte Anafasica. C. Célula binucleada D. Microntcleo E. Anafase
com atraso cromossémico.

Fonte: Autoria Propria, 2016
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 sdo apresentados os resultados de proliferacdo celular em tecidos

meristematicos de raizes de Alium cepa expostos a leites em pdé diluidos em agua mineral
nas concentracdes 130g/1000ml e 130g/500ml.
Tabela 1 - Numero de células em cada fase do ciclo celular observado em tecido
meristematico de raizes de Allium cepa expostos por 24 e 48 horas a amostras de leite em po
diluidos em agua mineral, nas concentra¢fes 130g/1000ml e 130g/500ml, provenientes de
quatro diferentes empresas alimenticias, identificadas como como A, B, C e D. Em cada
tratamento foram apresentados os valores significativos de 2.

DADOS INDICE MITOTICO

Empresa Concentracdo | TE TCII P M A T TCD | IM (%)
CO 3963 511 333 | 194 | 99 1037 22,72
1309/1000ml | 24 h | 4755 90 74 59 22 245 4,9°

A 48 h | 4987 09 03 01 00 13 0,3°
CcO 3937 398 300 | 271 94 1063 21,32

1309/500ml | 24h | 4967 14 09 01 09 33 0,7°

48 h | 4989 07 04 00 00 11 0,2°

CO 3965 322 224 | 295 | 194 | 1035 21,07
1309/1000ml | 24h | 4712 99 81 74 34 288 5,8

B 48 h | 4954 32 13 00 01 46 0,9¢
CO 4177 347 199 | 156 | 121 823 16,52

1309/500ml | 24h | 4975 14 03 01 07 25 0,5°

48 h | 4986 04 09 01 00 14 0,3

CO 3913 378 354 | 201 | 154 | 1087 21,72
1309/1000ml | 24 h 4770 74 89 54 13 230 4,6°

C 48 h | 4965 21 10 04 00 35 0,7¢
CO 3923 433 299 | 154 | 191 | 1077 21,5

1309/500ml | 24h | 4977 09 11 03 00 23 0,5°

48h | 4984 09 07 00 00 16 0,3

CO 3982 389 243 | 208 | 178 | 1018 20,42
1309/1000ml | 24h | 4810 44 79 54 13 190 3,8

D 48h | 4961 21 09 | 09 | 00 39 0,8°
CO | 3931 | 302 | 433 | 142 | 192 | 1069 21,4

130g/500ml | 24h | 4964 17 04 09 01 36 0,7

48h | 4984 13 03 | 00 | 00 16 0,3°

Nestlé®, Piracanjuba®, Itambhé®e Embaré®; TCII — Total de células em interfase e indiferenciadas; P - Profase;
M - Metafase; A - Anafase; T - Tel6fase; TE — Tempo de Exposigdo; CO — Controle; IM — Indice Mitdtico;
TCD - Total de células em diviséo; Valores de IM seguidos da mesma letra dentro de um mesmo tratamento

ndo diferem significativamente entre si pelo teste ¥?, ao nivel de 5%.
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Os resultados apresentados na Tabela 1 mostram que as duas concentragdes de todas
as amostras de leites em po6 avaliadas causaram reducdo significante no indice de divisdo
celular dos meristemas de raizes, nos tempos de exposicdo 24 e 48 horas, quando
confrontados aos indices mitoticos observados para seus respectivos controles. Da mesma
forma, quando confrontados entre si os indices de divisdo celular obtidos para os tempos de
exposicdo 24 e 48 horas das duas concentragOes avaliadas, verificou-se que todos leites
causaram inibicdo estatisticamente significativa da proliferacdo celular. Apesar das duas
concentragdes avaliadas terem inibido significativamente a divisdo celular do tecido
meristematico, a 130g/500 ml foi a que causou reducdo de forma mais acentuada. Assim,
considerando os resultados apresentados na Tabela 01, pode-se inferir que os alimentos em
po avaliados, nas condi¢bes de estudo estabelecidas, promoveram citotoxicidade
significativa ao ciclo celular do sistema teste utilizado.

O potencial citotéxico de alimentos industrializados 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), indices de divisao celular inferiores
ao controle negativo indicam a presenca de agentes cuja acdo tdxica compromete o
crescimento e o desenvolvimento dos organismos expostos. Gomes et al. (2013), Marques et
al. (2015), Sales et al. (2006) e Moura et al. (2016) ainda citam que a inibicdo da
proliferacdo celular desencadeada por compostos citotéxicos em tecidos de intensa
proliferacdo celular e de desempenho normal ou sem alteracdes celulares, como 0s
utilizados nesta pesquisa para avaliacdo da toxicidade de leites em pg, € bastante prejudicial
ao organismo, uma vez que possui a propriedade de inibir ou limitar a reposicdo de células,
alterar a producdo de proteinas e, consequentemente, resultar no mal funcionamento do
Orgdo onde esta localizada (GOMES et al., 2013; MARQUES et al., 2015; SALES et al.,
2016; MOURA et al., 2016).

Na Tabela 02 sdo apresentados os resultados de alteracfes de fuso mitético e
cromossémicas, decorrentes da exposicdo de raizes de Allium cepa a amostras de leite em

po, na concentragcdo 130g/1000 ml.

Tabela 2 - Numero de alteracdes celulares em tecido meristematico de raizes de Allium cepa
expostos, por 24 e 48 horas, a amostras de leite em pd de quatro empresas de alimentos
diluidos em &gua mineral, na concentracdo de 130g/1000ml. Em cada tratamento foram

apresentados os valores significativos de 2.
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Empresa TE | Metéafase | Pontes anafésicas e Anafase Micronucleos | TAC
C telofésicas Multipolar
CO 01 00 00 00 01°
A 2h4 19 18 13 33 83°
I 00 00 01 012
CO 00 00 00 01 01?
B 1 n 13 19 49 82"
48 00 00 02 00 022
ChO 00 01 00 00 01
¢ 40 2 04 19 33 79°
48 00 00 00 04 04
ChO 00 00 00 01 01
D 2h4 21 13 09 24 672
4h8 04 00 00 01 05

Piracanjuba®, Embaré®, Goiaisminas®, Parmalat®, CBL Alimentos S/A® e Lacel Laticinios®; CO —
Controle; TE — Tempo de Exposicdo; TAC: Total de Alterages Celulares. Valores seguidos da mesma letra

dentro de um mesmo tratamento ndo diferem significativamente entre si pelo teste %2, ao nivel de 5%.

A partir dos resultados apresentados na Tabela 02, verifica-se que todas as amostras
de leite analisadas na concentracdo 130g/1000ml e tempo de exposicdo 24 horas
promoveram ndmero significativo de alteracdes celulares no tecido meristeméatico das
raizes. No entanto, é possivel observar que o numero de alteracbes observadas para esta
concentragdo no tempo de exposicdo 48 horas foi estatisticamente menor aos resultados
obtidos para os seus especificos tempo de exposicdo 24 horas. Tal redugdo corrobora 0s
resultados de proliferacdo celular apresentados na Tabela 01, uma vez que, todas as
amostras de leite na concentracdo 1309/1000ml reduziram drasticamente a diviséo celular
no tempo de exposi¢cdo 48 horas. Ndo foram observados alteragbes de fuso mitdtico e
micronucleos nas celulas expostas a concentragdo de 130g/500ml dos produtos lacteos
analisados razéo de que esta concentragdo, conforme descrito na Tabela 01, reduziu
expressivamente a divisdo celular do organismo j& no menor tempo de exposi¢cdo

considerado.
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Conforme observado, os leites em pd na concentracdo 130g/1000ml, com destaque
ao tempo de exposi¢do 24 horas, induziram a formacdo de metéfases colchicinicas ou C-
metafases nas células dos meristemas (Tabela 02). A presenca significativa de alteracdo de
fuso mitético demonstra que tais alimentos foram genotoxicos as células meristematicas de
raizes de A. cepa. Segundo Aissa et al. (2012), a ocorréncia destes distarbios em tecidos
expostos a agentes genotoxicos demostram que tais compostos afetam principalmente a
integridade do fuso nuclear, ocasionando o ndo alinhamento correto dos cromossomos na
placa equatorial durante a mitose e impedindo que as células avancem normalmente no ciclo
celular.

Também foram observadas, na exposicdo das células de raizes, na concentracao
130g/1000ml no menor tempo de exposicdo, anafases com pontes, anafases multipolares e
telofases com pontes (Tabela 02). De acordo com Fernandes et al. (2007), as pontes
evidenciadas em células em anéfase e/ou teléfase 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 fiqguem a deriva ao final
da divisdo celular. J& Leme e Marin-Morales (2008) ressaltam que as anafases multipolares
sdo decorrente do mau funcionamento do fuso ocasionado por agentes genotoxicos, que
desencadeia uma distribuicdo irregular dos cromossomos durante a segregacdo das
cromatides. Ademais, os leites na concentracdo de 130g/1000ml no tempo de exposicdo 24
horas induziram, em virtude das alteracbes de fuso mitdticos mencionadas, frequéncia
expressiva de micronicleos (Tabela 02). Fernandes et al. (2007) citam que tais alteracdes
sdo caracterizadas pelas perdas de cromatina, e formadas durante a tel6fase quando o
envoltorio nuclear é reconstituido nas células filhas.

De acordo com Leme e Marin-Morales (2008), a presenca expressiva de alteracdes
de fuso mitdtico, como as observadas aqui pela acdo dos leites em po, sdo consideradas
como um importante pardmetro de genotoxicidade e mutagenicidade de compostos ou
substancias de interesse. Assim, 0s dados obtidos aqui por meio das células meristematicas
de raizes de A. cepa mostram que os alimentos lacteos avaliados possuem significativo
potencial em ocasionar toxicidade em nivel celular. Este resultado também indica que esses
alimentos necessitam ser avaliados em bioensaios fisiologicamente mais complexo, como
em animais, uma vez que, segundo Queiroz et al. (2015), alteraces celulares quando
presentes de forma expressiva, da forma como evidenciado no presente estudo, tem
significativo potencial em promoverem neoplasias, visto que ha correlacdo positiva entre o
aumento da frequéncia de micronucleos e o desenvolvimento de cancer em mamiferos.
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Conforme mencionado anteriormente, ndo foram encontrados na literatura trabalhos
de avaliagdo do potencial citotoxico, genotoxicos e mutagénicos de leites em pd em geral,
assim como dos microingredientes sintéticos adicionados a sua composi¢do. No entanto, ha
grande preocupacdo por parte de profissionais da area de saude e dos 6rgaos de vigilancia
alimentar quanto a adicdo de compostos quimicos ndo permitidos por lei pelos érgdos
reguladores competentes a estes alimentos (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 produtos lacteos.

Dentre os compostos adicionados estdo aqueles de acdo conservantes e alquilantes
(ABRANTES et al., 2014). Conforme as informac6es disponibilizadas na literatura, 0s
conservantes mais comumente adicionados sdo o formol e/ou dgua oxigenada, em razdo de
ajudarem na eliminagédo de grande parte da flora microbiana do leite, e assim estenderem o
prazo de validade desses alimentos. J& os principais compostos quimicos usados como
alquilantes sdo a soda calstica e/ou bicarbonato, por auxiliarem na manutencdo da
homogeneidade e a ndo oxidacdo do leite.

Tais substancias quimicas utilizadas na adulteragdo do leite ja foram amplamente
estudadas quanto aos seus potenciais toxicos, e demonstraram expressiva toxicidade em
nivel celular. Porém, é de suma importancia destacar que nao foram informadas marcas e
nem as empresas de alimentos nos estudos que verificam as fraudes realizadas nos leites em
po, 0 que ndo permite nem ao menos sugerir que os resultados obtidos na presente pesquisa

ocorreram em decorréncia das adulteragfes mencionadas.
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5. CONCLUSAO

Todas as amostras de leite nas duas concentracdes avaliadas causaram, de forma
significativa, reducdo drastica da divisdo celular, caracterizando-se nesse estudo como
citotoxicas.

Todas as amostras, na concentragdo 130g/1000ml e tempo de exposi¢cdo 24 horas
foram genotoxicas e mutagénicas a células meristematicas de raizes de A. cepa. Tal efeito
ndo foi observado para a menor concentracdo no tempo de 48 horas, assim como na
concentracdo 130g/500ml, nos dois tempos de andlises estabelecidos, em virtude de que para
esses tratamentos a reducdo da diviséo celular foi bastante expressiva quando comparados
com seus respectivos controles.

Os resultados aqui obtidos da acao toxica em nivel celular de leites em pé sdo de
grande relevancia uma vez que, até o momento, ndo existem estudos de toxicidade

publicados envolvendo tais alimentos.
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