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Resumo

Objetivou-se nesse trabalho avaliar a toxicidade aguda em nivel celular de bebidas ldcteas achocolatadas de cinco
empresas de expressiva atuacio no mercado de alimentos de paises da América do Sul e Europa. Essa avaliacdo
se deu por meio das células meristemdticas de raizes de Allium cepa L., nos tempos de exposicio 24 e 48 horas,
diretamente nos produtos licteos comercializados. Com base nos resultados obtidos, verificou-se que todas as
amostras de achocolatados analisadas causaram significativa reducio do indice mitdtico, logo no menor tempo de
exposicdo considerado, e ocasionaram, nos dois tempos de andlise estipulados, niimero estatisticamente significativo
de alterages de fuso mitdtico e microniicleos aos meristemas de raizes avaliados. Portanto, nas condicoes de andlise
estabelecidas, os achocolatados analisados foram citotoxicos e genotoxicos.
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Abstract

The objective of this study was to evaluate the acute toxicity at the cellular level of milk chocolate drinks, five
significant operations of companies in the food market of countries in South America 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 the analyzed chocolate milk samples caused a
significant reduction of mitotic index, at the lowest exposure time considered and resulted in both 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 and genotoxic.
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1 Introducao

As bebidas lacteas achocolatadas, do tipo ndo fermentadas, sdo encontradas em todo o mundo e con-
sumidas por pessoas de todas as idades. Tais produtos possuem, em sua formulagao basica, constituintes
nutricionais, como carboidratos, calcio, magnésio, ferro, e vitaminas, tais como niacina, B1, B2, B6 e B12,
considerados por profissionais da saide como importantes 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 populacao, apresentam excelentes propriedades sensoriais, como
cor, odor e sabor atrativos, e sao comercializados em embalagens compactas, o que facilita sua estocagem
(Batista et al., 2015; Oliveira et al., 2015).

No entanto, para a obtengao das caracteristicas organolépticas oferecidas atualmente, a composicao qui-
mica original dos achocolatados lacteos nao fermentados sofreu diversas alteragoes desde seu langamento
no mercado no inicio da década de 90, dentre as quais a incorporacao de classes de aditivos ou microin-
gredientes alimentares sintéticos de a¢des edulcorantes, aromatizantes, corantes, acidulantes e espessantes
(Mirtem et al., 2013). No Brasil, a confec¢ao e comercializa¢ao de alimentos lacteos nao fermentados é regida
pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento, por meio da Portaria N° 36, de 31 de outubro de
2000, que aprova os regulamentos técnicos para fixagao de padrdes de identidade e qualidade de bebidas
lacteas fermentadas e nao fermentadas (Brasil, 2000; Oliveira et al., 2016). Este documento normativo foi
construido com base nas determinagdes do Codex Alimentarius, 6rgao mundial responsavel pelo estabe-
lecimento das normas gerais de formulagao quimica, seguranga e rotulagem de alimentos (Pflanzer et al.,
2010; Oliveira et al., 2016).

Contudo, ha estudos que relacionam os microingredientes a efeitos prejudiciais a saide de quem os
consomem, com destaque ao publico infantil. Entre as consequéncias descritas estao o desenvolvimento
ou potencializa¢do de alergias cronicas, disturbios gastrointestinais e alterag¢des do sistema nervoso central
(Gomes et al., 2013; Oliveira et al., 2013; Neves et al., 2013; Moura et al., 2016). Dessa forma, as agéncias de
vigilancia alimentar, como o Codex Alimentarius e a European Food Safety Authority (EFSA), ressaltam
em seus regulamentos técnicos a necessidade constante de estudos citotoxicologicos de efeito agudo dos
aditivos alimentares em geral, e, especialmente, dos alimentos industrializados compostos por eles (Bian-
chi et al., 2015; Sales et al., 2016). Destacam também que os resultados obtidos destas analises sdo a base
de elaboracao ou modificagao de estratégias das agéncias de seguranca alimentar e, consequentemente,
de atuagao dos profissionais responsaveis pela vigilancia alimentar e nutricional da populagao (Moura et
al., 2016; Oliveira et al., 2016). Entretanto, em uma ampla busca a literatura cientifica, verificou-se que nao
existem trabalhos de avaliagao de toxicidade em nivel celular de bebidas lacteas industrializadas, em geral.

A regido meristematica 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 cromossomico reduzido (2n=16), o que facilita a detec¢ao de alteragdes cromossdmicas
e de fuso mitético (Lacerda et al., 2014; Neves et al., 2016). Esse sistema teste ¢ aceito internacionalmente
por agéncias de pesquisa como um instrumento de avalia¢do de acurada sensibilidade para andlise inicial
da citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade de substancia de interesse, uma vez que, os resultados
obtidos por meio dele, em grande parte das vezes, demonstram similaridade satisfatéria a aqueles obtidos
em sistemas testes animais e culturas de células (Tiirkoglu, 2007; Herrero et al., 2011; Tabrez et al., 2011;
Gomes et al., 2013; Oliveira et al., 2013; Lacerda et al., 2014; Neves et al., 2013; Moura et al., 2016; Oliveira et
al.,, 2016; Santana et al., 2016). Como exemplo pode-se citar os trabalhos realizados por Oliveira et al. (2013)
e Gomes et al., (2013) que avaliaram em células meristematicas de raizes de A. cepa o potencial toxico de
aromatizantes e corantes alimentares sintéticos, respectivamente, 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 citotdxicas, genotdxicas
e mutagénicas prejudicam mecanismos celulares vitais, como a duplicagao e a transcrigao génica, alterando
drasticamente a divisao celular de tecidos por meio da indugao de aberragoes celulares, como as de fuso
mitotico e as quebras cromossdmicas, e dessa forma desencadear e/ou potencializar processos cancerosos.
Segundo Zaineddin et al. (2012), o desenvolvimento dos tipos mais comuns de cancer resulta da interagao
entre fatores endogenos 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 e genotoxicidade
de produtos lacteos achocolatados, do tipo nao fermentados, de cinco companhias alimenticias de relevante
atuacao 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 Material e método

Amostras de achocolatados lacteos industrializados, do tipo nao fermentados, fabricados pelas empresas de
alimentos Pepsico©, Nestlé©, Marata ©, Piracanjuba© e Embaré©- referidas adiante como A, B, C, D e E, respecti-
vamente -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 andlises de toxicidade
foram realizadas diretamente nos produtos lacteos comercializados.

Os bulbos de cebola foram colocados em frascos aerados com dgua destilada, a temperatura ambiente (+ 27°C),
até a obtencao de raizes de 2,0 cm de comprimento. Para andlise de cada grupo tratamento estabeleceu-se um grupo
experimental com cinco bulbos de cebola. Antes de colocar as raizes em contato com as suas respectivas amostras
de achocolatados (tratamentos), algumas raizes foram coletadas e fixadas para servirem de controle do proprio
bulbo. Em seguida, as raizes restantes foram posta em seus respectivos tratamentos por 24 horas, procedimento
denominado de tempo de exposi¢ao 24 horas.

Apds 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 denomi-
nou de tempo de exposicao 48 horas. Apos 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 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.

As laminas, em média 03 por bulbo, foram feitas seguindo o protocolo proposto por Guerra e Souza (2002),
e analisadas em microscdpio 6ptico em objetiva de 400x. Para cada bulbo de cebola analisou-se 1.000 células, to-
talizando 5.000 células para cada controle, tempo de exposicao 24 horas e tempo de exposigao 48 horas de cada
grupo tratamento em analise. Assim para cada grupo tratamento (amostra de achocolatado) analisou-se um total
de 15.000 células. Foram observadas células em interfase, profase, metafase, anafase e teléfase. Para o calculo do
indice mitético (IM) utilizou-se a seguinte equagao: (nimero total de células em mitose + niimero total de células
analisadas) x 100. Avaliou-se também a toxicidade das amostras de achocolatados por meio da frequéncia de mi-
crontcleos, metafases colchicinicas, pontes anafasicas e telofasicas, amplificagdes génicas, células com aderéncias,
brotos nucleares e anafases multipolares. Para a analise estatistica dos dados, utilizou-se o teste do Qui-quadrado
(x2), com nivel de probabilidade de erro <0.05.

3 Resultados e discussao

Com base nos resultados obtidos na Tabela 1, verifica-se que os achocolatados das cinco empresas consideradas
causaram expressiva redugao no indice mitético do tecido meristematico analisado, nos dois tempos de exposicao
considerados, em relagao ao observado para seus respectivos controles. No entanto, quando confrontados os indi-
ces mitdticos do tempo de exposicao 24 h com os seus respectivos tempos de exposigao 48 h, verificou-se que tais
alimentos nao promoveram reducao significativa da divisao celular do tecido analisado, ou seja, o efeito antiprolife-
rativo nao é maior com o aumento do tempo de exposigao das células ao tratamento com os achocolatados testados

Assim, todas as amostras de achocolatados avaliadas, nas condi¢des 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), Sales et
al. (2016), Moura et al. (2016) a redugao do indice mitético ocasionada por compostos quimicos em tecidos sem
nenhum tipo de mutagao e/ou alteragao celular é prejudicial ao organismo em que ocorrem, em razao de inibir ou
limitar a reposicao de células, alterar a produgao de proteinas e, consequentemente, resultar no mal funcionamento
do 6rgao onde estd localizada.

Na Tabela 2 é possivel observar que todos os achocolatados, nos dois tempos de exposicao considerados, in-
duziram a formagao expressiva de alteragdes de fuso mitdtico, representadas no presente estudo pelas metafases
colchicinicas e pontes anafasicas (alteragdes representadas na Figura 1) e pontes teldfasicas, o que caracteriza as
amostras avaliadas, nas condi¢des de analise estabelecidas, como genotdxicas.

As alteragdes de fuso mitotico quando em frequéncia significativa causam instabilidade nuclear, dando origem
a fragmentos acéntricos ou nao, que, em consequéncia, formarao os microntcleos ao final da divisao celular. A pre-
senga significante de células micronucleadas, como a observada aqui em consequéncia da agao dos achocolatados,
classifica substancias, compostos ou solugdes testadas como genotoxicas (Aissa et al.,, 2012). Tal condi¢ao sugere
que os produtos lacteos avaliados neste trabalho devam ser avaliados em sistemas testes animais, uma vez que, de
acordo com Queiroz et al. (2013) a ocorréncia de alteragdes celulares, apesar de ndo ser medida de carcinogenici-
dade, esta frequentemente associada ao aparecimento de cancer, visto que, ha correlagao positiva entre o aumento
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Tabela 1 - Numero de células em cada fase do ciclo celular observadas em tecido meristematico de raizes de
Allium cepa tratadas com achocolatados lacteos ndo fermentados - de cinco empresas alimenticias identificadas
como A, B, C, D e E - avaliadas nos tempos de exposicao 24 e 48 horas

DADOS INDICE MITOTICO

Empresa TE TCII P M A T TCD IM (%)
CcO 3900 450 222 281 147 1100 22,0a
A 24 h 4831 124 119 11 15 269 5,4b
48 h 4754 194 26 13 13 246 4,9b
CcO 4035 340 247 232 146 965 19,3a
B 24 h 4726 141 94 26 13 274 5,5b
48 h 4850 84 17 27 22 150 3,0b
CcO 3830 394 254 301 221 1170 23,4a
C 24 h 4720 127 85 45 23 280 5,6b
48 h 4799 91 49 41 20 201 4,0b
CcO 3998 320 277 213 192 1002 20,0a
D 24 h 4602 199 144 24 31 398 8,0b
48 h 4684 109 95 79 33 316 6,3b
CcO 3938 299 313 297 153 1062 21,2a
E 24 h 4631 121 98 81 69 369 7,4b
48 h 4699 139 44 99 19 301 6,0b

A — Pepsico©; B — Nestlé©; C - Margté@; D - Piracanjuba®©; E — Embaré®©; TCII - Total de células em interfase e indiferenciadas; TE — Tempo
de Exposigao; CO — Controle; IM — Indice Mitdtico; TCD — Total de células em divisao. Valores de IM seguidos da mesma letra dentro de um
mesmo tratamento nao diferem significativamente entre si, ao nivel de 5%, pelo teste x2.

Tabela 2 -Ntumero de alteragdes celulares observadas em tecido meristematico de raizes de Allium cepa tratados
com achocolatados lacteos nao fermentados de cinco empresas alimenticias, identificadas como A, B, C,D e E,

nos tempos de analise 24 e 48 horas

Empresa TE Met.:af,a o€ Ponte anafasica | Ponte telofasica | Microntcleo TAC
colchicinica

CcO 00 00 00 01 Ola

A 24h 09 11 09 54 83b
48h 18 07 21 30 76b

CcO 00 01 00 00 Ola

B 24h 19 17 09 15 60 b
48h 21 07 07 18 53 b

CO 00 01 00 00 01a

C 24h 08 34 14 32 88 b
48h 13 11 07 40 71b

CcO 01 00 00 00 01 a

D 24h 23 15 00 22 60 b
48h 11 21 11 13 56 b

CO 01 00 00 00 01a

E 24h 19 13 03 19 54 b
48h 21 11 11 14 57 b

A —Pepsico©; B — Nestlé©; C — Marata®; D - Piracanjuba®; E — Embaré©;TAC — Total de Altera¢des Celulares; TE — Tempo de Exposicao; CO — Con-
trole; Valores de TAC seguidos da mesma letra dentro de um mesmo tratamento nao diferem significativamente entre si, ao nivel de 5%, pelo teste x2.
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Figura 1 — Alteracdes de fuso mitdtico, dos tipos Metéafase cochicinica e Ponte anafasica, observadas em tecido meristematico
de raizes de Allium cepa tratado com achocolatados identificados como A, B, C, D, E, F

de aberragdes de fuso mitotico e de células micronucleadas, e a detec¢do de neoplasias.

Ainda, a frequéncia de alteragdes celulares observadas na Tabela 2 corrobora aos resultados de redugao da divisao
celular descritos na Tabela 1. Aissa et al. (2012) relatam que metafases com alinhamento incorreto de cromossomos
na placa equatorial, as denominadas metafases colchicinicas, assim como, cromossomos em atraso na anafase e/ou
telofase, conhecidas como pontes anafasicas e telofasicas, resultam na formagao de células com niimeros cromosso-
micos distintos, bem como com alteragdes cromossomicas estruturais. Considerando que o principio do ciclo celular
¢ a formacao de células idénticas, a produgao de células com alteragdo na estrutura e/ou no nimero cromossdmico,
que tornam o funcionamento celular inviavel, tendem a ser eliminadas de tecidos com desempenho normal.

Conforme mencionado anteriormente, ndo existem na literatura cientifica, até o momento, trabalhos de ava-
liagao toxicoldgica em nivel celular referentes a bebidas lacteas industrializadas nao fermentadas. Entretanto, sdo
encontrados trabalhos de avaliagao de citotoxicidade de alguns dos constituintes quimicos das classes de aditivos
alimentares presentes na formulacgao destes alimentos, conforme descrito em documento técnico que regulariza tais
produtos (Brasil, 2000). Porém, é de grande importancia mencionar que a composi¢ao quimica de achocolatados
lacteos, como os avaliados no presente estudo, é permitida e assegurada pela legislagao brasileira (Brasil, 2000;
Pflanzer et al., 2010) e internacional (Pflanzer et al., 2010).

Dentre os edulcorantes encontrados nestes achocolatados estdo o aspartame, o ciclamato de sédio, o acesulfame
de potassio e a sacarina sddica. Van EyK (2015), verificaram, por meio das linhagens celulares Caco-2 (células de
colén), HT-29 (células de célon) e HEK-293 (células de rim), que estes edulcorantes foram citotdxicos, genotdxicos e
mutagénicos as células estudadas. Corroborando aos resultados destes pesquisadores, Sasaky et al. (2012), através
do teste do cometa, observaram que o sacarina sodica e o ciclamato de sddio foram genotdxicos e mutagénicos as
células de célon de roedores.

Ainda, na formulagao quimica destes produtos lacteos encontra-se o aditivo de aroma e sabor sintético artificial
de chocolate, aditivo que refor¢a o aroma de cacau em p6 presentes nas bebidas lacteas achocolatadas. Marques et
al. (2015) avaliaram a toxicidade em nivel celular de aromatizantes de chocolates e verificaram que este microin-
grediente alimentar reduziu drasticamente a divisao celular e causou aberragdes celulares a meristemas de A. cepa.
Da mesma forma, Sales et al. (2016) avaliaram a a¢do de aromatizantes de chocolates em medula 6ssea in vivo de
camundongos, e verificaram que estes aromatizantes causaram reducao na maturagao de eritrocitos e induziram a
formagao de micronticleos no tecido hematopoiético avaliado, mostrando-se citotéxicos e mutagénicos.

Os resultados de toxicidade em nivel celular obtidos aqui com os achocolatados corroboram aos resultados de
citotoxicidade, genotoxicidade e mutagencidade observados para os edulcorantes aspartame, ciclamato de sédio,
acesulfame de potassio e sacarina sodica, e para o aromatizante de chocolate.

Os resultados de citotoxicidade e genotoxicidade de amostras de achocolatados lacteos do tipo nao fermentados
obtidos no presente estudo, aliados aos dados de toxicidade em nivel celular de aditivos alimentares presentes na
formulagao basica de bebidas lacteas achocolatadas, sinalizam a urgente necessidade de avaliagdes mais detalhadas,
em sistemas testes com maior nivel de complexidade, para que se possa estabelecer com seguranga a toxicidade
em nivel celular desses alimentos, e assegurar a satide de quem os consome.
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