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RESUMO

Objetivou-se na presente pesquisa avaliar, em células meristeméticas de raizes de Allium cepa
L., o potencial citotoxico e genotdxico de leites industrializados, tipo em p6, de quatro marcas
amplamente comercializadas no Brasil, denominadas nesse estudo de A, B, C e D. As
concentragdes avaliadas, nos tempos de exposicéo 24 e 48 horas, destes leites foram 0,075; 0,15
e 0,30 g/ml, onde a concentracdo 0,15 g/ml era a sugerida para consumo nas embalagens dos
produtos lacteos avaliados. Ainda, os leites A, B e C eram para criancas lactentes, e D para
criangas acima de seis meses de idade ou para criancas na primeira infancia. Com base nos
resultados obtidos, verificou-se que os leites das quatro marcas selecionadas para analise
promoveram efeito antiproliferativo acentuado aos meristemas de raizes nos dois tempos de
exposicdo considerados. No entanto, nenhuma das amostras analisadas causou alteracfes
celulares em nimero significativo as células do bioensaio utilizado. Portanto, nas condigdes de
estudo estabelecidas para esta pesquisa, os leites em po avaliados foram citotoxicos, porém,

ndo genotoxicos.

Palavras-chave: Leites Infantis. Ciclo Celular. Proliferacdo Celular. Tecido Meristematico.



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the cytotoxic and genotoxic potential of
industrialized milks, powder type, of four brands widely marketed in Brazil, named in this study
of A, B, C and D. The concentrations evaluated at the 24 and 48 hour exposure times of these
milks were 0.075; 0.15 and 0.30 g/ml, where the concentration 0.15 g/ml is suggested for
consumption in the packaging of the dairy products evaluated. Also, milks A, B and C are for
infants, and D for infants over six months of age. Base don’t here sults obtained, it was verified
that the milks of the four brands selected for analysis promoted an antiproliferative effect
accentuated to the root meristems in the two exposure times considered. However, none of the
analyzed samples caused significant cellular changes in the cells of the bioassay used.
Therefore, in the study conditions established for this research, the powdered milks evaluated

were cytotoxic, but not genotoxic.

Keywords: Infant Milk. Cell Cycle. Cell Proliferation. Meristematic Tissue.
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1 INTRODUCAO

Os habitos alimentares associados ao estilo de vida expdem o homem a fatores de risco
para o desenvolvimento de doengas crdnicas ndo transmissiveis. Dentre estes habitos estéo as
dietas abundantemente constituidas por alimentos aditivados por microingredientes de acdo
conservante, corante, aromatizante, espessante, entre outros (MOURA et al., 2016; SALES et
al., 2017). Destacam-se entre estes alimentos industrializados as formulas infantis de leites em
po para lactentes (até seis meses de idade) e criangas na primeira infancia (acima de seis meses
de idade), que sdo utilizados em casos especificos como substitutos parcial ou total ao leite
materno humano (CYRILLO et al., 2009). Estes leites, apesar de ricamente constituidos por
carboidratos, proteinas, lipideos saturados, &cido linoleico, fibra alimentar, sais minerais e
vitaminas, possuem em sua formulagdo compostos quimicos das classes de aditivos
aromatizante, regulador de acidez e espessante (BRASIL, 1993; BRASIL, 2001; ANVISA,
2009).

No Brasil, os alimentos lacteos para criangas sdo normatizados e autorizados para
consumo e comercializagcdo pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), por
meio da Norma Brasileira de Comercializacdo de Alimentos para Lactentes e Criancas de
primeira infancia, instituida pela Portaria 2.051 de 8 de novembro de 2001(BRASIL,
2001).Estes documentos foram confeccionados com base nas determinacfes do Codex
Alimentarius, 6rgao que regulariza em todo o mundo as normas gerais de composicao quimica,
seguranca e rotulagem de alimentos (PFLANZER et al., 2010).

Porém, agéncias de seguranca alimentar, como a European Food Safety Authority
(EFSA), o Codex Alimentarius e a propria ANVISA, ressaltam que os aditivos, apesar de
imprescindiveis para a fabricacdo de alimentos industrializados, despertam atualmente muitos
guestionamentos quanto aos seus potenciais efeitos citotoxicos, genotdxicos e mutagénicos,
uma vez que, estudos sobre a toxicidade em nivel celular de tais compostos sdo poucos
encontrados na literatura cientifica (BRASIL, 2007; XU et al., 2013; SALES et al., 2017).
Ademais, profissionais da area de seguranca alimentar alegam que os microingredientes em
geral contribuem de forma significativa para o empobrecimento da dieta e para o
desencadeamento ou potencializacdo de patologias, principalmente em criancas, como
disturbios no funcionamento do trato digestorio e reacdes alérgicas (KONISHI et al., 2011;
SALES et al., 2016).
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Dessa forma, torna-se impreterivel a realizagdo de estudos que verifiqguem os efeitos
citotoxicos e genotdxicos de alimentos aditivados por microingredientes artificiais. Tais
avaliacOes sdo relevantes para a promogdo da seguranca alimentar, uma vez que, segundo
Zaineddin et al. (2012), o desenvolvimento dos tipos mais comuns de cancer resulta da interagao
entre fatores enddégenos e ambientais, sendo o mais notdvel deles a dieta alimentar,
principalmente quando constituida por alimentos industrializados em demasia. No entanto, ndo
foram encontrados nas principais bases de dados de trabalhos cientificos, estudos de avaliacdo
de toxicidade de leites industrializados, tipo em pd, de forma geral.

Os bioensaios vegetais sdo considerados bastantes sensiveis e simples para o
monitoramento dos efeitos citotdxicos de compostos quimicos (TABREZ et al., 2011;
CARVALHO et al., 2005; MOURA et al., 2016) e as células meristematicas de raizes de Allium
cepa (cebola) tém sido indicadas como um eficiente organismo-teste para avaliacdo da
toxicidade em nivel celular (CARITA; MARIN-MORALES, 2008; SALES et al., 2016). Tal
eficiéncia se dd em funcdo de suas propriedades cinéticas de proliferacdo e de seus
cromossomos grandes e em numero reduzido (2n=16), o que facilita a analise na detec¢édo de
alteracdes de ciclo mitotico (HERRERO et al., 2012; NEVES et al., 2015). Este organismo de
prova ainda possibilita a verificacdo de alterac6es no indice de divisdo celular (indice mitético),
como aumento ou reducdo da proliferacdo das células dos meristemas de raizes expostos a
compostos quimicos de interesse (TABREZ et al., 2011; CARDOSO et al., 2014).

Salienta-se ainda que o sistema teste A. cepa é validado mundialmente por varios
pesquisadores que concomitantemente ao sistema teste vegetal realizam testes em animais e em
cultura de células, e observam, na maioria das vezes, semelhanca entre resultados obtidos por
meio destes diferentes bioensaios (CARITA; MARIN-MORALES, 2008; SALES et al., 2017).
Dessa forma, 0s meristemas de raizes de A. cepa € um excelente parametro de analise da
toxicidade em nivel celular e pode ser usado como indicativo para prevenir a populacdo humana
sobre 0 consumo de produtos e/ou substancias quimicas (TABREZ et al., 2011; CARDOSO et
al., 2014).

Portanto, considerando a caréncia de estudos sobre a toxicidade das formulas infantis
de leites industrializados, teve-se como objetivo avaliar, em células meristematicas de raizes de
A. cepa, a citotoxicidade, com base nos valores de indice mitético obtidos, e a genotoxicidade,
por meio da frequéncia de alteracdes de fuso mitético observadas, de leites de diferentes marcas
para lactentes e para criangas na primeira infancia.
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2 REFERENCIAL TEORICO

O leite é considerado um alimento primordial & dieta humana, estando também
relacionado a uma alimentacdo saudavel principalmente nos primeiros anos de vida da crianca,
visto que € uma fonte de nutrientes essenciais para o crescimento e desenvolvimento infantil
(BUZZO, 2015). Deste modo, tanto a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como o Ministério
da Saude do Brasil destacam a importancia do aleitamento materno, uma vez que este leite
apresenta substancias essenciais e em quantidades adequadas, que atendem as necessidades
basicas do lactente (COSTA; SABARENSE, 2010) e conferem vantagens imunoldgicas que
reduzem significativamente os indices de morbidade e mortalidade infantil (MACIEL et al,
2013; SILVA; MENDES, 2011).

Apesar de todo o beneficiamento proporcionado pela amamentacdo natural, o leite de
vaca vem sendo frequentemente utilizado como uma alternativa de baixo custo em substituicdo
ao leite materno (BUZZO, 2015). Contudo, o leite in natura é altamente perecivel, sendo
necessaria a adocgédo de diferentes técnicas por meio da industria alimenticia, para garantir sua
conservacdo. O processo tecnologico de desidratacdo do leite bovino, cujo produto final é o
leite em p0, tem sido o0 meio preferencial de conservacdo (COELHO et al, 2016), uma vez que
aditivos alimentares sdo acrescentados ao leite (NICOLINI, 2008).

Segundo Albuquerque (2012), aditivos alimentares tratam-se de substancias
acrescentadas aos alimentos de forma intencional, com objetivo de alterar particularidades
sensoriais, fisicas, quimicas ou bioldgicas do alimento, sem intencdo de nutrir. Deste modo,
todos os aditivos quimicos introduzidos nos alimentos desempenham papeis caracteristicos. Por
exemplo, os emulsificantes séo utilizados para melhorar a dispersao uniforme do produto; os
estabilizantes e os espessantes tém capacidade de estabilizar emulsfes e aumentar a viscosidade
do produto; e os umectantes mantém a umidade e maciez do alimento (LORENZONI, 2011).
Assim sendo, nota-se que a maioria dos alimentos industrializados produzidos atualmente
recebem aditivos quimicos durante o processo de fabricacdo, ou seja, apresentam na sua
composicdo uma abundancia de micro ingredientes de acdo conservante, corante, aromatizante,
espessante, entre outros (MOURA et al., 2016; SALES et al., 2017), visando assim realcar
caracteristicas organolépticas e/ou a prépria conservacdo destes alimentos (MARINI, 2016;
FERREIRA, 2015).

Entre os alimentos lacteos industrializados destacam-se as férmulas infantis, leites em

po para lactentes (até seis meses de idade) e criangas na primeira infancia (acima de seis meses
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de idade), utilizados em casos especificos como substitutos parciais ou totais ao leite materno
humano (CYRILLO et al., 2009). Estes leites, apesar de ricamente constituidos por
carboidratos, proteinas, lipideos saturados, acido linoleico, fibra alimentar, sais minerais e
vitaminas, possuem em sua formulacdo compostos quimicos das classes de aditivos
aromatizantes, regulador de acidez e espessante (BRASIL, 1993; BRASIL, 2001; ANVISA,
2009), bem como emulsificantes, uma vez que a dificuldade de solubilidade é um problema
comum em leites em p6 (NICOLINI, 2008).

No Brasil, os alimentos lacteos para criancas sdo normatizados e autorizados para
consumo e comercializacdo pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), por
meio da Norma Brasileira de Comercializacdo de Alimentos para Lactentes e Criancas de
primeira infancia, instituida pela Portaria 2.051 de 8 de novembro de 2001 (BRASIL, 2001).
Estes documentos foram confeccionados com base nas determinacfes do Codex Alimentarius,
(PFLANZER et al., 2010). A Resolugéo de Diretoria Colegiada - RDC n° 46, de 19 de setembro
de 2011, estabelece os requisitos basicos que as formulas infantis devem atender quanto aos
aditivos alimentares e coadjuvantes de tecnologia produzidos e comercializados no Brasil e que
sdo destinados aos lactentes e criancas na primeira infancia, definindo também os limites
méaximos de tais aditivos e suas respectivas funcdes (BRASIL, 2011).

Deste modo, os aditivos alimentares e coadjuvantes de tecnologia e seus limites para
consumo estdo destacados no quadro 01:

Quadro 1 — Aditivos Alimentares de Férmulas Infantis.

Aditivos Alimentares

Funcéo / Aditivo Limite maximo (g/100ml do produto pronto
para consumo)

ACIDULANTE/ REG ULADOR DE ACIDEZ

Acido lactico (L-, D- e DL-) guantum satis em todos os tipos de formulas
infantis

Acido citrico guantum satis em todos os tipos de formulas
infantis

Citratomonossédico guantum satis em todos os tipos de formulas
infantis, desde que atenda os limites
estabelecidos para sédio.

Citratotrissodico, citrato de sodio guantum satis em todos os tipos de formulas
infantis, desde que atenda aos limites

estabelecidos para sodio

Citratotripotassico, citrato de potassio
guantum satis em todos os tipos de formulas
infantis, desde que atenda aos limites
estabelecidos para potéassio




Carbonato de sodio

Bicarbonato de sodio, carbonato acido de sédio

0,2 em todos os tipos de formulas infantis,

Carbonato de potassio

sozinhos ou em combinacédo e desde que a

Bicarbonato de potassio, carbonato &cido de
potassio, hidrogeno carbonato de potéssio

guantidade total adicionada atenda aos limites
estabelecidos para sodio, potéssio e célcio

Hidroxido de sodio

Hidrdxido de potéssio

Hidréxido de célcio

ANTIOXIDANTE

Acido ascorbico (L-)

0,005 somente em férmulas infantis de

Ascorbato de sodio

seguimento e em férmulas infantis de

Ascorbato de célcio

seguimento para necessidades dietoterapicas
especificas (sozinhos ou em combinacao,
expresso como acido ascorbico)

Palmitato de ascorbila

0,001 em todos os tipos de formulas infantis

Mistura concentrada de tocoferdis

0,001 para formulas infantis para lactentes,
férmulas infantis para lactentes com
necessidades dietoterapicas especificas e
(sozinho ou em combinacgdo com INS 307) e
0,003 para formulas infantis de seguimento e
formulas infantis de seguimento para
necessidades dietoterapicas especificas

(sozinho ou em combinacdo com INS 307)

Tocoferol, alfa-tocoferol

0,003 somente em férmulas infantis de
seguimento, férmulas infantis de seguimento
para necessidades dietoterapicas especificas

(sozinho ou em combinacdo com INS 306)

AROMATIZANTES

Somente pra férmulas infantis de seguimento:

Aromas naturais de frutas

guantum satis

Aroma natural de baunilha

guantum satis

Etil vanilina 0,005
Vanilina 0,005
EMULSI FICANTE
Lecitinas 0,5 em todos os tipos de férmulas infantis

Mono e diglicerideos de acidos graxos

0,4 em todos os tipos de férmulas infantis

Esteres de mono e diglicerideos de &cidos
graxos com acidos citricos

0,75 para férmulas infantis em p6 0,9 para
férmulas infantis liquidas com proteinas

hidrolisadas, peptideos ou aminoacidos

15
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ESPESSANTE
Goma garrofina, goma caroba, goma 0,1 em todos os tipos de formulas infantis
alfarroba, goma jatai
Goma guar 0,1 somente em formulas liquidas contendo
proteina hidrolisada
Pectina, pectina amidada 1,0 somente em férmulas infantis de
seguimento e férmulas infantis de seguimento
para necessidades dietoterapicas especificas
(Redacéo dada pela Resolu¢do — RDC n° 49 de
COADJUVANTES DE TECNOLOGIA
Funcdo / Coadjuvante | Limite maximo
GASES PROPELENTES, G ASES PARA EMBALAGENS
Dioxido de carbono guantum satis
Nitrogénio quantum satis

FONTE: Anvisa, 2011.

E evidente que os aditivos quimicos desempenham um papel fundamental na producéo
de alimentos em larga escala, todavia, sabe-se que ndo ha substancia quimica desprovida de
toxicidade (HONORATO, 2013), e que 0s seres humanos estdo casa vez mais expostos aos
riscos toxicolégicos desencadeados pela adicao destes microingredientes (ROCHA; BARROS,
2012). E importante destacar que criancas na primeira infancia, especialmente os lactentes,
estdo mais susceptiveis a reac6es adversas provocadas pela ingestdo de aditivos alimentares que
os adultos, uma vez que os lactentes ainda possuem imaturidade fisioldgica, ou seja, ainda nao
sdo capazes de metabolizar e excretar tais substancias de forma adequada, estimulando assim
reaces antagonicas indesejadas (FERREIRA, 2015).

Em vista disso, ha necessidade de atencdo aos possiveis riscos e danos toxicoldgicos
que estdo ligados ao consumo excessivo destas substancias, pois diferentes pesquisas indicam
que a ingestdo frequente de aditivos alimentares pode ocasionar reacdes toxicas de natureza
aguda ou cronica, uma vez que podem desencadear processos alérgicos, o desenvolvimento de
doencas crdnicas ndo transmissiveis (DCNT), bem como alteracGes neurocomportamentais e,
neoplasias em longo prazo (MARINI, 2016; FERREIRA, 2015; AZEVEDO et al, 2014).

Assim sendo, varios experimentos laboratoriais, conhecidos como bioensaios, vém
sendo realizados para obter-se uma melhor compreensdo da acdo tdxica de alguns compostos
de forma isolada ou associada, e visam a obtencdo de dados por meio de métodos padronizados
gue permitem tanto prever como avaliar efeitos toxicoldgicos em determinada espécie, variando

a concentragdo ou dosagem da substancia a ser testada (MOREIRA, 2014). Os testes de
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viabilidade celular, também chamados de testes de citotoxicidade, sdo um dos parametros mais
utilizados para avaliar a toxicidade de inimeros produtos quimicos. Desta maneira, é notavel a
eficiéncia da espécie Allium cepa como instrumento na identificacdo de disturbios no ciclo
celular - citotoxicidade, e/ou danos cromossdOmicos — genotoxicidade, visto que seus
cromossomos oferecem condigdes pertinentes a esse tipo de estudo (MOREIRA, 2014; HARA,
2012).

O bioensaio Allium cepa, desenvolvido por Levan em 1938, e atualmente é reconhecido
internacionalmente pelo Programa Internacional de Seguranca Quimica (IPCS, OMS) e pelo
Programa Ambiental das Nac¢bes Unidas (UNEP) (BAGATINI et al., 2007; CUCHIARA,
2012). Como ja citado, esse teste é considerado eficaz para a determinacdo da acéo citotoxica
e genotdxica de produtos quimicos e estruturas complexas, uma vez que apresenta elevada
sensibilidade, rapidez, facilidade de manipulacdo e utilizacdo de amostras sem tratamento
prévio, indicando assim, a diminuicdo do indice mitdtico e a formacdo de aberragdes
cromossdmicas, além de apresentar baixo custo para sua execu¢do (CUCHIARA, 2012; LEME;
MARIN-MORALES, 2009).

Atualmente, muitos pesquisadores empregam amplamente este procedimento avaliativo
por que o consideram como um teste eficiente e adequado para monitoramento e analise in vivo
de alteracGes cromossdmicas desencadeadas por inumeras substancias, uma vez que obtém
resultados similares quando realizados testes comparativos em animais in vivo (VICENTINI et
al., 2001; TEIXEIRA et al., 2003). Tal eficiéncia se da em funcéo de suas propriedades cinéticas

de proliferacéo e de seus cromossomos grandes e em numero reduzido

(2n=16), o que facilita a analise na deteccao de alteracdes de ciclo mitdtico (HERRERO et al.,
2012; NEVES et al., 2015).

Neste bioteste, as raizes de A. cepa (cebola), com células meristematicas em constante
divisdo mitotica, crescem diretamente em contato com a substancia desejada, permitindo assim,
a prévia observacdo de possiveis danos e alteraces no material genético, bem como a
identificacdo de efeitos tdxicos desencadeados ao longo do ciclo celular. Dessa forma, a
utilizacdo dos meristemas de A. cepa se trata de um método de andlise da toxicidade em nivel
celular e pode ser usado como indicativo para prevenir a populacdo humana sobre o consumo
de produtos e/ou substancias quimicas (TABREZ et al., 2011; CARDOSO et al., 2014).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 OBTENCAO DAS AMOSTRAS DE LEITE EM PO

Os leites em pé de diferentes marcas de comercializacdo, denominadas neste estudo de
A, B, C, D - foram adquiridas em farméacia localizada na cidade de Picos, Estado do Piaui,
Brasil, em outubro de 2016. Teve-se o cuidado de verificar se tais alimentos estavam dentro do
prazo de validade e se suas embalagens ndo estavam violadas e/ou danificadas. Os leites A, B
e C avaliados s@o comercialmente indicados para criancas lactentes, e D, classificado como
leite de segmento, para criangas na primeira infancia.

3.2 DETERMINACAO DAS CONCENTRACOES DE LEITE EM PO PARA AVALIACAO

As amostras de leites estavam acondicionadas em embalagens que continham um total de
400 g do produto em pé. Para determinacdo das concentracdes a serem analisadas quanto a
toxicidade, utilizou-se como parametro a forma de preparo e ingestao indicada nos rétulos de
cada produto. Assim, para os leites das quatro marcas comerciais consideradas sugeria-se
ingerir 4,5 g de po diluidos em 30 ml de agua. Com base nesta informacdo, as concentragdes
definidas para analise dos leites foram 0,075; 0,15 e 0,30g/ml. Para o preparo das concentracdes
utilizou-se agua destilada.

3.3 TESTE DE CITOTOXICIDADE E GENOTOXICIDADE EM CELULAS
MERISTEMATICAS DE RAIZES DE ALLIUM CEPA.

Inicialmente, os bulbos de cebola foram colocados em frascos aerados com agua destilada,
a temperatura ambiente (x 27°C), até a obtencao de raizes de 2,0 cm de comprimento (Figura
1). Para analise de cada amostra de leite estabeleceu-se um grupo experimental com cinco
bulbos de cebola. Antes de colocar as raizes em contato com a suas respectivas amostras de
leite (tratamentos), algumas raizes foram coletadas e fixadas para servirem de controle do
proprio bulbo. Em seqguida, as raizes restantes foram postas em seus respectivos tratamentos
por 24 horas, procedimento denominado de tempo de exposicédo 24 horas.
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Figura 1 - Bulbos de Allium cepa L. em frascos com agua destilada. Fonte: Sales, 2016.

Apo6s 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. Apés
este periodo, raizes novamente foram coletadas e fixadas. Os tempos de exposicao 24 e 48 horas
foram escolhidos com o intuito de avaliar a acdo dos leites em p6 diluido em mais de um ciclo
celular. A fixacdo das raizes se deu em Carnoy 3:1 (etanol: acido acético) por 24 horas. Em
cada coleta, retirou-se, em média, trés raizes por bulbo.

As laminas, em média 03 por bulbo, foram feitas seguindo o protocolo proposto por
Guerra e Souza (2002), e analisadas em microscopio 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 exposicdo 48horas de cada grupo tratamento em anélise.
Assim, para cada amostra de leite analisou-se um total de 15.000 células. Foram observadas
células em interfase, profase, metafase, anafase e telofase. A partir desta analise determinouse
o0 indice mitético (IM) por meio da seguinte equacdo: (numero total de células em mitose +
namero total de células analisadas) x 100. O valor de IM foi parametro para a determinacéo do

potencial citotéxico das amostras de leite em estudo.

Avaliou-se também o potencial genotdxico das concentragdes de leite através da
frequéncia de células micronucleadas, de metafases colchicinicas, pontes anafasicas e
telofasicas, células com aderéncias, brotos nucleares e anadfases multipolares. A anélise
estatistica dos dados foi realizada pelo teste do Qui-quadrado (¥%), com nivel de
probabilidade<0.05, por meio do software estatistico BioEstat 3.0 (AYRES, 2007).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir dos resultados apresentados na Tabela 1, verifica-se que os indices de divisdo
celular para os tempos de exposicdo 24 e 48 horas de todas as amostras de leite analisadas,
quando confrontados aos indices mitéticos obtidos para seus respectivos controles, causaram
inibicdo significativa da divisdo celular nos meristemas de raizes. Ainda, para cada
concentracdo de leite, os indices mit6ticos observados para o tempo de analise 24 horas foram
estatisticamente iguais aos seus especificos indices para o tempo de exposicdo 48 horas. A
inibicdo drastica da divisdo celular de todos produtos lacteos analisados caracteriza tais
alimentos, nas condic6es de analises estabelecidas para esse estudo, como citotoxicos. Destaca-
se que para todas as amostras de leite avaliadas a concentragdo tida como ideal pelos
fabricantes, a de 0,15g/ml, foi citotoxica logo no menor tempo de analise considerado. Ressalta-
se também que a citotoxicidade observada para todas as amostras de leite ocorreu logo na menor
concentracdo analisada nos dois tempos de analises considerados.

Tabela 1 - Numero de células em cada fase do ciclo celular observado em tecido meristematico
de raizes de Allium cepa exposto por 24 e 48 horas a férmulas infantis de leite em po,
identificadas como A, B, C e D. As amostras de leite ou tratamentos foram avaliados nas
concentragdes 0,075; 015 e 0,30 g/ml. Em cada tratamento foram apresentados os valores
significativos de ¥°.

LEITE A
TR Conc TE  TCII P M A T TCD  IM (%)
CO 3528 410 352 367 343 1472 29,4
0075gmL  24h 4915 26 21 30 85 85 1,7
A 48h 4964 11 17 07 36 36 0,7
CO 3378 502 401 418 301 1622 32,4
A 0,15 g/mL 24h 4945 22 31 01 01 55 1.1
48h 4977 18 01 01 03 23 0,5
CO 3044 631 571 503 251 1956 39,1
0,30 g/mL 24h 4981 07 09 03 00 19 0,4
48h 4988 11 00 00 01 12 0,2
| FITER
TR Conc. TE TCI P M A T TCD IM (%)
CO 4102 204 292 178 224 898 17,9
0075g/mL  24h 4929 39 11 07 14 71 1,4
48h 4975 13 09 03 00 25 0,5
CO 3673 378 321 329 299 1327 26,5
B 0,15 g/mL 24h 4984 07 07 01 01 16 0,3
48h 4986 11 02 01 00 14 0,3
CO 3600 401 394 327 278 1400 28,0
0,30 g/mL 24h 4989 00 11 00 00 1 0,2

48h 4986 01 13 00 00 14 0,3
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LEITEC
TR Conc. TE TCII P M A K TCD  IM (%)

CO 3401 507 391 402 299 1599 32,0

0,075 g/mL 24h 4962 11 11 07 09 38 0,8

48h 4986 04 00 00 10 I 0,3

CO 3293 494 522 493 198 1707 34,1

C 0,15 g/mL 24h 4966 19 04 11 00 34 0,7
48h 4989 07 01 01 01 11 0,2

CO 3602 394 402 401 201 1398 219

0,30 g/mL 24h 4989 07 04 00 00 11 0,2

48h 4987 09 00 00 04 13 0,3

LEITED
TR Conc. TE TCII P M A T TCD  IM (%)

CO 3045 639 591 423 302 1955 39,1

0,075 g/mL 24h 4927 34 21 11 07 73 15

48h 4970 09 13 01 07 30 0,6

CO 3503 417 481 01 298 1497 29,9

D 0,15 g/mL 24h 4937 19 29 14 01 63 1,3
48h 4981 04 13 01 01 19 04

CO 3623 407 391 390 189 1377 27,5

0,30 g/mL 24h 4980 13 07 00 00 20 04

48h 4984 03 09 01 04 16 0,3

TCII — Total de células em interfase e indiferenciadas; TE — Tempo de Exposicdo; CO — Controle; IM — indice
Mitético; TCD — Total de células em divisdo; TCA — Total de AlteracBes Celulares; Valores de IM seguidos da

mesma letra dentro de um mesmo tratamento ndo diferem significativamente entre sipelo teste 2, ao nivel de 5%.

Né&o foram verificadas alteragdes de fuso mitotico e micronucleos nos tecidos
meristematicos utilizados como bioensaios. Esta condi¢do corrobora aos dados apresentados na
tabela 1, uma vez que, a inibicdo da divisdo celular observada para todo os leites testados
reduziu significativamente o nimero de células. Ainda, pode-se explicar tal situacdo baseado
no fato de que tecidos de funcionamento normal, como os meristemas de raizes aqui utilizados,
quando expostos a compostos que alteram mecanismos celulares vitais, como a duplicacdo do
DNA e a sintese proteica, tém sua divisdo celular significativamente comprometida
(VALAVANIDIS et al., 2013; ZILIFDAR et al., 2014).E importante mencionar que esta
condicdo quando presentes em tecidos animais podem potencializar ou desencadear processos
cancerosos (QUEIROZ et al., 2015).

Conforme mencionado previamente, trés sdo as classes de microingredientes presentes
nas formulacGes dos leites em po para lactentes e criangas acima de seis meses (ANVISA,
2009). Dentre estes compostos encontra-se 0S aromatizantes, aditivos responsaveis em
proporcionar e/ou manter o aroma e sabor de alimentos industrializados (OYELAKIN et al.,

2015; SALES et al., 2017). Em leites em p6 para criangas somente 0s aromatizantes sintéticos
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de frutas e baunilha, em baixas concentracdes, s@o permitidos pela legislacdo brasileira
(ANVISA, 2001; 2009).

Apesar de serem poucos 0s estudos sobre a toxicidade em nivel celular de
microingredientes aromatizantes, sdo encontrados na literatura cientifica trabalhos que
demonstraram citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade de alguns dos constituintes
quimicos que fazem parte, de acordo com Resolugdo RDC n° 2 de 15 de janeiro de 2007
(BRASIL, 2007), da formulag&o dos aditivos de aroma e sabor em geral. Entre estes compostos
estd o alcool benzoico, compostos responsavel por facilitar a incorporacdo e dispersao dos
aromas nos produtos alimenticios. Demir et al. (2010) verificaram que este alcool promoveu
danos significativos ao fuso mit6tico, e, consequentemente, a divisdo celular de células de sangue
periférico humano.

Outro composto encontrado em aromatizantes € o diacetil (2,3-butadiona), que tem por
funcdo fixar o aroma e sabor nos alimentos industrializados (ANVISA, 2009). Ademais,
Whittaker et al. (2008) avaliaram o potencial mutagénico deste composto quimico em ensaio de
mutacdo génica utilizando células de linfoma de rato, linhagem L5178Y, e verificaram que o
diacetil causou danos significativos a loci do cromossomo 11 destas células. Também ocasionou
a perda funcional do locus da enzima timidina-quinase nestes animais.More et al. (2012)
verificaram que altas concentracdes de diacetil s&o mutagénicas e tém o potencial de substituir
bases de timinas por guaninas. Esta mudanca tem a propriedade de romper as pontes de
hidrogénio e de dissulfeto da estrutura terciaria de proteinas, como as das envolvidas na divisdo
celular. Uma vez a estrutura terciaria desfeita a proteina perde funcdo.Em relacdo aos
aromatizantes de frutas e baunilha, Sales et al. (2016) e Sales et al. (2017) avaliaram a toxicidade
destes aditivos em células meristematicas de raizes de A. cepa e verificaram que tais compostos
foram significativamente citotdxicos e genotoxicos aos meristemas de raizes.

Em relacdo aos espessantes - aditivos que mantém ou aumentam a textura e a
consisténcia, bem como, estabilizam as proteinas e vitaminas dos alimentos industrializados
autorizados para uso em leites para criangas, de acordo com as normas da Anvisa (2009),
encontra-se a goma guar, goma alfarroba, goma caroba, goma garrofina, goma jatai, pectina e
amino pectina. Estudos de avaliacdo de toxicidade mostraram que a goma guar (TAKAHASHI
et al., 1994; KOUJITARI et al., 1197; KAPPOR et al., 2009), a goma alfarroba (MEUNIER et
al., 2014) e a pectina (KANG et al., 2006; KHOTIMCHENKO, 2010) ndo foram citotoxicas aos
sistemas testes aos quais foram testadas. Para 0s outros espessantes mencionados nao foram

encontras trabalhos de avaliacdo de toxicidade em nivel celular.
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De acordo com a Anvisa (2009), os reguladores de acidez — microngredientes que
controlam a acidez e os niveis de alcalinidade em alimentos — permitidos para uso em formulas
de leites infantis sdo os citratosmonossadico, trissddico, potassio e tripotassio, os hidroxidos de
potassio, célcio, sédio, o bicarbonato de potassio, o carbonato de sddio e o &cido citrico. Ndo
foram encontrados estudos de avaliagdo de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade de
espessantes para alimentos.

Portanto, a partir dos resultados obtidos neste trabalho, verifica-se que, apesar destes
leites serem autorizados para consumo por diferentes agéncias de seguranca alimentar, ha
necessidade de estudos mais detalhados, a médio e longo prazo, em diferentes sistemas teste,
como em animais e cultura de células, e tempos de exposicdo, sobre eles, assim como, dos

aditivos presentes em suas composicoes.
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5 CONCLUSAO

As amostras de leites para criancas avaliadas no presente estudo foram citotoxicas as
células meristematicas de raizes de A. cepa nos dois tempos de exposi¢do considerados. No
entanto, nenhuma amostra de leites avaliada foi genotoxica.
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