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RESUMO: O leite € um alimento de alto valor nutritivo, fonte de proteinas, carboidratos,
lipidios, vitaminas e sais minerais. No Brasil € uma constante preocupagdo de técnicos e
autoridades ligadas as areas de salde e de laticinios, pois se sabe das possibilidades de fraudes
na cadeia produtiva do leite, por meio da adi¢cdo de compostos quimicos, tais como perdxido
de hidrogénio, formol e soda caustica, podendo resultar em alteracdes de composi¢do durante
a industrializagdo, que podem ser prejudiciais ao organismo exposto. Tendo em vista 0
importante papel que o leite assume na alimentacdo humana, objetiva-se com este trabalho
avaliar a capacidade carcinogénica de trés marcas comerciais de leites industrializados, pelo
Teste para Deteccdo de Tumor Epitelial em Drosophila melanogaster. Para avaliar o efeito de
leites industrializados, larvas de 3° estagio descendentes do cruzamento entre fémeas virgens
wts/TM3, sb* e machos mwh/mwh foram tratadas com leite obtido de trés marcas comerciais
(LT 1, LT2 e LT3) em diferentes concentracBes (100% e 50%). A toxicidade foi mensurada
por meio da taxa de moscas que sobreviveram a etapa de metamorfose ap6s exposi¢do. Os
resultados revelaram efeito toxico do leite LT3 na concentracdo de 100%. N&o foi
evidenciado efeito carcinogénico em nenhuma das concentracfes testadas e em nenhuma das
marcas comerciais de leite avaliadas.
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ASSESSMENT OF THE CARCINOGENIC CAPACITY OF THREE TRADEMARKS
OF INDUSTRIALIZED MILK, BY THE TEST FOR DETECTION OF EPITHELIAL
TUMOR IN Drosophila melanogaster

ABSTRACT: Milk is a food of high nutritional value, source of protein, carbohydrates,
lipids, vitamins and minerals. In Brazil, it is a constant concern of technicians and authorities
related to the health and dairy areas, as it is known about the possibilities of fraud in the milk
production chain, through the addition of chemical compounds such as hydrogen peroxide,
formaldehyde and caustic soda, and may result in changes in composition during
industrialization, which may be harmful to the exposed organism. In view of the important
role that milk plays in human nutrition, the aim of this work is to evaluate the carcinogenic
capacity of three commercial brands of industrialized milks by the Epithelial Tumor Detection
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Test in Drosophila melanogaster. In order to evaluate the effect of industrialized milks,
descending 3rd stage larvae of the cross between virgin wts / TM3, sb' and mwh/mwh males
were treated with milk obtained by the brands (LT1, LT2 and LT3) in different concentrations
(100% and 50%). Toxicity was measured by the rate of flies that survived the metamorphosis
stage after exposure. The results showed a toxic effect of LT3 milk at 100% concentration. No
carcinogenic effect was demonstrated at any of the concentrations tested and in any of the
milk trademarks evaluated.

KEYWORDS: Milk; Toxicity; Cancer.

1. INTRODUCAO

O agronegocio brasileiro tem favorecido o crescimento do Produto Interno Bruto
(PIB) do pais, sendo este, um dos grandes indicadores de crescimento econémico. E
incontestavel a importancia da pecuaria do leite no desempenho econdmico e na geracdo de
empregos no Brasil. Conforme descrito por Mezzadr (2014) e dados previstos pelo
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA), a Unido Europeia foi o maior
produtor de leite em 2015, a india encontra-se em segundo lugar, os Estados Unidos na
terceira posicdo, China em quarto lugar e Brasil situa-se na quinta posi¢do com 33,3 bilhdes
de litros produzidos.

O leite € um alimento de alto valor nutritivo, fonte de proteinas, carboidratos, lipidios,
vitaminas e sais minerais. Contém em torno de 87,6% de agua, 12,4% de sélidos totais, 4,52%
de lactose, 3,61% de gordura e 3,28% de proteinas. A caseina é a principal proteina do leite,
enquanto a lactose € o acUcar caracteristico e o solido predominante (ALMEIDA, 2013). Em
relacdo ao aspecto e cor, o leite é um liquido branco, opalescente e homogéneo. Ele possui
sabor e odor caracteristicos, e deve ser isento de sabores e odores estranhos (BRASIL, 2011).
Além de fonte destes nutrientes, o leite também é um excelente meio para o crescimento de
varios grupos de microrganismos desejaveis e indesejaveis (SOUZA et al., 1995).

Quanto as caracteristicas organolépticas, o leite fresco possui um sabor levemente
adocicado e agradavel, devido essencialmente a alta quantidade de lactose, somado as
proteinas insipidas e o teor de gordura que o torna mais saboroso. Possui odor suave,
levemente acido, que pode ser influenciado pelo meio ambiente, utensilios que entram em
contato com o0 mesmo e microrganismos (VENTURINI et al., 2007).

A coleta de leite com qualidade depende de procedimentos adequados de manejo,

temperatura e local de armazenagem, transportes e outros, em resumo, das boas praticas na

59



ROCHA, N. A. M.; SOUSA, F. A;; MORAIS, C. S.

obtencdo do leite, que podem influenciar na composicdo fisico-quimica, microbiologica e
celular.

Para diminuir a carga microbiana indesejavel do leite, usa-se 0 processo de
ultrapasteurizacdo — Sistema Ultra High Temperature (UHT). Tal técnica consiste em
submeter o leite a elevadas temperaturas de 130°C a 150°C, por 2 a 4 segundos e
imediatamente resfriado, destruindo todos os microrganismos. J& na pasteurizacdo, a
temperatura do processo é mais baixa: de 72°C a 76°C, e o tempo, menor, de 15 a 20
segundos. E é também resfriado em seguida, reduzindo o numero total de bactérias,
principalmente as patogénicas. As formas esporuladas e as toxinas ndo sdo eliminadas
(VALSECHI, 2001).

Ap0s a pasteurizacao do leite, muitas empresas optam pela conservacdo por meio de
conservantes, 0 que permite o aumento de vida util do produto fabricado. Portanto, sabe-se
que a qualidade do leite consumido no Brasil é uma constante preocupagdo de técnicos e
autoridades ligadas as areas de salde e de laticinios, pois se sabe das possibilidades de fraudes
na cadeia produtiva do leite, por meio da adicdo destes compostos quimicos, tais como
peréxido de hidrogénio, formol e soda caustica, podendo resultar em alteracbes de
composicdo durante a industrializacdo, que podem ser prejudiciais a0 organismo exposto.
Exemplo disso, Corréa et al., (2015), relataram que o formol é carcinogénico e a agua
oxigenada pode ser toxica e pode provocar alergia a mucosa.

H& algumas décadas, o estudo da genética tornou-se essencial para compreender a
fisiopatogenia de doencas, visto que os conhecimentos genéticos fornecem base para a
compreensdo das fungdes bioldgicas celulares do organismo, controladas a partir da expressdo
de genes codificadores de proteinas e enzimas funcionais e para a compreensdo da acdo de
produtos génicos (LOURO et al., 2002).

Por ndo ser uma molécula estatica, 0 DNA de um organismo frequentemente apresenta
suas bases expostas a agentes naturais ou artificiais, que provocam modificagfes na sua
estrutura ou composicdo quimica. Essas lesbes podem ser induzidas por agentes quimicos,
fisicos ou bioldgicos que sdo prejudiciais as celulas, uma vez que afetam processos vitais
como a duplicagéo e a transcricdo génica. As alteracBes podem também causar mutacOes e
aberragcdes cromossomicas, fendmenos esses que podem levar a processos cancerosos e morte
celular (COSTA e MENK, 2000).
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Neste sentido o uso de organismos modelo como ferramenta na deteccdo de potenciais
carcindgenos pode oferecer valiosa informacdo sobre os efeitos proporcionados pela
exposicdo a longo prazo a substancias simples e misturas complexas (MORAIS et al., 2016).

Drosophila melanogaster é um inseto da ordem Diptera muito bem caracterizada
morfoldgica e geneticamente. Possui prole numerosa, ciclo de vida curto, baixo custo e é de
facil manutencdo em laboratorio. Muitas propriedades bioldgicas, fisioldgicas e neurologicas
basicas sdo conservadas entre mamiferos e D. melanogaster. Aproximadamente 75% dos
genes relacionados as doencgas humanas possuem homdlogos funcionais em D. melanogaster,
0 que tem conferido formidaveis vantagens quanto ao uso deste organismo como modelo
experimental (GRAF et al., 1996; JENNINGS, 2011).

Nos ultimos anos um numero crescente de trabalhos voltados ao rastreio de potenciais
carcindgenos tém sido observado, em especial por meio do Teste para Deteccdo de tumor
epitelial em D. melanogaster (teste wts). O teste wts faz uso de uma linhagem de D.
melanogaster que apresenta o gene supressor de tumor warts, que é homdlogo ao gene
humano LATS1, sendo este associado ao surgimento de tumores ovarianos e sarcomas em
tecidos moles, quando expresso na condicdo alterada (NISHIYAMA et al., 1999).

Nesse sentido a perda da heterozigose do marcador wts leva a proliferacdo
descontrolada de células com capacidade cancerigena.

Tendo em vista o importante papel que o leite assume na alimentacdo humana,
objetiva-se com este trabalho avaliar a capacidade carcinogénica de trés marcas comerciais de
leites industrializados, pelo Teste para deteccdo de tumor epitelial em Drosophila
melanogaster.

Rastrear os efeitos de possiveis conservantes no leite é de suma importancia como

principio preventiva a doencas associadas a instabilidade genética.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Agentes quimicos

Neste trabalho foram utilizados trés marcas de leites industrializados, Cemil® (LT1),
Piracanjuba® (LT2) e Quatd® (LT3). Quata® (Lote: CBA569) foi produzido pela empresa
Nova Mix Industrial e Comercial de Alimentos, LTDA, Usina de Beneficiamento, Campo
Belo, Minas gerais Brasil. Cemil® (Lote: KMO1 L919) foi fabricado por Entreposto Usina

Cooperativa Central Mineira de Laticinios, Patos de Minas, Minas Gerais, Brasil.
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Piracanjuba® (Lote01:49B09) pelo Laticinio Bela Vista LTDA, Usina de Beneficiamento,
Bela Vista, Minas Gerais, Brasil.

Mitomicina C (CAS 50-07-7) na formulagcdo em po liofilizado foi fabricado por
Kyowa Hakko Kirin Co. Ltda. Shizuoka (Japdo), embalado por Bristol-Myers Squibb S.r.1
Sermoneta-Latina-Italia e importado por Bristol-Myers Squibb Farmacéutica S.A.

2.2 Linhagens de estoque, cruzamento e tratamento.

Para a realizacéo do teste foi utilizado duas linhagens de Drosophila melanogaster:

1)  Linhagem “multiple wing hairs” (mwh) com constitui¢cdo genética y; mwh jv. O
marcador mwh € um gene recessivo mantido em homozigose na linhagem mwh, localizado no
braco esquerdo do cromossomo 3, em uma regido mais distal em relacdo ao centrdmero (3-
0,3).

2) Linhagem Warts (wts/TM3, Sb!) com constitui¢do genética: ST [1] in [1] kni
[ri-1] p [p] wts [3-17]/TM3,S B [1]. O marcador wts é mantido em funcdo de um balanceador
cromossémico, que por sua vez expressa fenotipo de pelos no corpo da mosca em tamanho
curto e formato espesso, o que difere do fenotipo selvagem (pelos longos e finos).

Foi realizado o cruzamento entre machos mwh/mwh e fémeas virgens da linhagem
wts/TM3,Sht. Duas progénies sdo geradas nesse cruzamento: trans-heterozigoto marcado
(mwh+/+wts) (MH), e heterozigoto balanceado (mwh+/+TM3, Sbt) (BH). No teste para
deteccdo de tumor epitelial, apenas a progénie MH é analisada. A identificacdo da progénie é
feita mediante a expressdo do balanceador cromossdomico TM3, Sht, que apresenta, como
fenotipo, pelos curtos e espessos no corpo da mosca, o que difere da progénie MH, que
apresenta pelos selvagens do tipo longos e finos

No teste para deteccdo de tumor epitelial em D. melanogaster, machos da linhagem
mwh foram cruzados com fémeas virgens wts em meio de cultura padrdo a base de banana
(1230 mL de &gua; 16,5 g de agar; 234 g de banana; 37,5 g de fermento biol6gico e 1,5 g de
nipagin em pod). O cruzamento foi feito durante 24 horas em condi¢BGes laboratoriais
controladas em estufa B.O.D (12 horas claro/escuro, 25°C e 65% de humidade relativa).

A coleta de ovos dos descendentes do cruzamento mwh x wts foi feito durante um
periodo de 8 horas em frascos de 250 mL contendo 1/5 de uma base sélida de agar (3% de
agar em agua) e uma camada de fermento bioldgico suplementado com sacarose. Apds 72 + 4

horas, larvas de 3° estagio foram lavadas com agua obtida por sistema de osmose reverse e
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coletadas com auxilio de uma peneira de malha fina. Em seguida, as larvas forma submetidas
a tratamento crénico por 48 horas.

O tratamento foi conduzido em vials contendo 1,5 g de puré de batatas (Yoki®
Alimentos S.A) hidratados com 5 mL dos leites LT1, LT2 e LT3 em duas diferentes
concentracoes (100% e 50%).

Mitomicina C (MMC) foi usado como controle positivo na concentracao de 0,1 mM.
Esta concentracdo foi baseada em estudos de recombinacdo mitdtica em D. melanogaste
(TSUDA e TAKEDA, 1987) e ensaios de carcinogénese (NEPOMUCENO, 2012; MORAIS
etal., 2016).

Agua obtida por sistema de osmose reverse foi usado como controle negativo e

parametro de comparagdo com 0s grupos tratados com o leite.

2.3 Andlise do material biol6gico

Apos processo de metamorfose, imagos adultos foram fixados em etanol 70% e,
posteriormente, analisados quanto a presenca ou auséncia de tumores. Para a analise das
moscas foi utilizado lupa estereoscépica, pincas entomoldgicas e glicerina. A tabulacdo dos
dados foi feita em um diagrama padrdo, expressando a frequéncia de tumor nos diferentes

apéndices da mosca (olho, cabeca, asa, corpo, perna, halteres) em cada grupo tratado.

2.4 Ensaio de sobrevivéncia

Para avaliar a presenca ou auséncia de efeitos tdxicos das marcas de leite analisadas
neste trabalho, 20 larvas de D. melanogaster foram transferidas para vials contendo 1,5 g de
puré de batatas (Yoki® Alimentos S.A) hidratados com 5 mL dos leites LT1, LT2 e LT3 em
duas diferentes concentragfes (100% e 50%). Decorrido 5 dias apds o tratamento, foi

contabilizado o nimero de imagos em cada grupo tratado.

2.5 Analise estatistica

As frequéncias de tumores epiteliais observados nos individuos tratados com as
diferentes concentragdes de LT1, LT2 e LT3 e MMC foram comparadas estatisticamente com

as frequéncias de tumores epiteliais observadas nas moscas todo controle negativo (dgua
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obtida por osmose reverse) usando o teste U, ndo paramétrico, de Mann-Whitney, com nivel
de significancia p < 0,005.
Comparacdes estatisticas referentes as taxas de sobrevivéncia foram realizadas por

meio do teste do Chi-quadrado, para raz0es de amostras independentes.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho foi avaliado a toxicidade e a carcinogenicidade de quatro marcas
de leite obtidos por processos industriais. As marcas de leite foram selecionadas devido
sobretudo a grande producdo em escala industrial e o giro comercial entre a populacéo,
principalmente no estado de Minas Gerais.

A muito se sabe que os componentes existentes no leite, tais como vitaminas e sais
minerais sdo indispensaveis, haja vista que exercem fundamental papel na homeostase
(BRASIL, 2011; LEITE, 2016). No entanto, visando garantir uma maior durabilidade do leite,
industrias comumente podem recorrer a processos de conservacdo, podendo fazer uso de
produtos fraudulentos proibidos para fins alimenticios, tais como perdxido de hidrogénio,
agua oxigenada, soda caustica e formol, os quais podem contribuir com a quebra da
homeostase (CORREA et al., 2015).

Nesta perspectiva, ensaios baseados na genética toxicoldgica sdao fundamentais no
rastreio de xenobioticos com atividade genotoxica, mutagénica e/ou carcinogénica.

Como apresentado na Figura 1 nenhuma das marcas comerciais de leite na
concentracdo de 50% foram tdxicas para D. melanogaster. No entanto, LT3 na concentracédo
de 100% reduziu 60% a taxa de sobrevivéncia, diferindo do controle negativo (P<0,05),
evidenciando por tanto, efeito tdxico.
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Figura 1. Taxas de sobrevivéncia dos descendentes de Drosophila melanogaster resultantes
dos cruzamentos mwh/mwh e wts/TM3, sb?, tratadas cronicamente como diferentes
concentracdes de leite industrial. NC = Controle negativo (Agua); PC = Controle positivo
(Mitomicina C, 0,1 mM.

*Diferenca estatisticamente significativa (P<0,05) de acordo com o teste do Chi- quadrado

para razGes de amostras independentes.

No presente trabalho, o efeito carcinogénico do leite processado industrialmente foi
avaliado por meio do Teste para Detec¢do de Tumor Epitelial em D. melanogaster. Como
apresentado na Tabela 1 nenhuma das concentracdes de leites comerciais diferiram do
controle negativo, evidenciando por tanto auséncia de efeito carcinogénico.

A fidelidade do teste foi confirmada pela frequéncia de tumor epitelial observado nos
grupos controles. Controle negativo (moscas tratadas com &gua obtida por sistema de osmose
reversa) apresentou baixa frequéncia de tumor epitelial, os quais s@o gerados por eventos
mutagénicos espontaneos. O controle positivo (moscas tratadas com 0,1 mM de mitomicina
C) diferiram estatisticamente (P<0,05) do controle negativo, quanto a frequéncia de tumor
epitelial em todos os apéndices da mosca, totalizando 463 tumores em 130 moscas analisadas.
Os resultados entram em concordancia com outros trabalhos na literatura (MORAIS et al.,
2016; MORAIS et al., 2017).

Mesmo apresentando auséncia de efeito carcinogénico, os resultados de toxicidade séo
preocupantes do ponto de vista da seguranca alimentar, haja vista que a marca comercial LT3

65



ROCHA, N. A. M.; SOUSA, F. A;; MORAIS, C. S.

na concentracdo de 100% foi toxico para D. melanogaster. Partindo da premissa que esta
marca faz uso da mesma origem de leite das outras marcas comerciais, outrora avaliado neste
trabalho (leite bovino), e que os processos industriais de pasteurizagdo sdo similares,
pressupfem que algum ou alguns componentes presentes no leite foram responsaveis pelo
efeito toxico.

Embora neste trabalho, ndo tenha sido feito analises fisico quimicas, muitos trabalhos
ja identificaram substancias nocivas em diferentes marcas industriais de leite. Peroxido de
hidrogénio por exemplo é considerado um potente agente conservante, visto que este evita a
proliferagdo de microrganismos, aumentando a longevidade do produto (CORREA et al.,
2015). Peroxido de Hidrogénio € um potente agente toxico, levando a quebra da homeostase,
resultando em quadros clinicos alérgicos, irritacdo nas mucosas, vémito, hematese e danos
neuroldgicos (CORREA et al., 2015). Além disso, o peroxido de hidrogénio esta diretamente
associado a liberacdo de espécies reativas de oxigénio, as quais podem oxidar biomoléculas
no organismo, como por exemplo, 0 DNA, podendo resultar em doencas associadas a

instabilidade genética, como processos de tumorizacdo (HUSSAIN et al., 1987).
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Tabela 1. Frequéncia de tumor epitelial observados em descendentes heterozigotos para o gene supressor de tumor wts de D. melanogaster

tratados com diferentes concentracdes leite industrial e Mitomicina-C (MMC)

Namero de Numero de tumores analisados (total de tumores)

Tratamento individuos olhos cabeca asas corpo pernas halteres Total
Controle negativo 200 0,005 (01) 0,000 (00) 0,015 (03) 0,085 (17) 0,000 (00) 0,000 (00) 0,105 (21)
MMC  0,1mM 130 0,138 (18)* 0,115 (15)* 2,138 (278)* 0,823 (107)* 0,300 (39)* 0,046 (06)* 3,561 (463)*
LT1 100% 200 0,000 (00) 0,005 (01) 0,025 (05) 0,095 (19) 0,005 (01) 0,000 (00) 0,130 (26)
LT1 50% 200 0,005 (01) 0,005 (01) 0,025 (05) 0,055 (11) 0,005 (01) 0,000 (00) 0,095 (19)
LT2 100% 200 0,000 (00) 0,005 (01) 0,010 (02) 0,095 (19) 0,005 (01) 0,000 (00) 0,115 (23)
LT2 50% 200 0,005 (01) 0,010 (02) 0,005 (01) 0,100 (20) 0,000 (00) 0,000 (00) 0,120 (24)
LT3 100% 200 0,000 (00) 0,015 (03) 0,000 (00) 0,003 (06)* 0,010 (02) 0,000 (00) 0,055 (11)*
LT3 50% 200 0,010 (02) 0,005 (01) 0,005 (01) 0,080 (16) 0,000 (00) 0,005 (01) 0,105 (21)

Diagndstico estatistico de acordo com o teste de Mann-Whitney. Nivel de significancia (P < 0,05).

* Valores considerados diferentes do controle negativo (P < 0,05). MMC, Mitomicina C.
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Peroxido de Hidrogénio foram identificados e amostras de leite de vaca em escolas
publicas de Garanhus, PE (FREITAS FILHO et al., 2011). Campos et al. (2011) identificaram
em 72 amostras de leite integral pasteurizados comerciados em cidades satélites de Brasilia, 7
amostras contaminadas com peroxido de hidrogénio. Xavier e Barbosa (2012) identificaram
na cidade de Ipatinga, MG, presenca de perdxido de hidrogénio em marcas comerciais de
leite.

Vale destacar que nem sempre os processos fraudulentos acontecem devido a
manipulacdo de operarios no setor industrial. Proprietarios rurais podem recorrer ao uso de
peroxido de hidrogénio, visando manter a durabilidade do leite. Tal informagdo € sustentada
pelo trabalho de Mattos et al (2010), os quais avaliaram o leite de 53 propriedades rurais de
diferentes municipios e as analises revelaram peréxido de Hidrogénio em muitas das amostras
das propriedades.

Outros compostos nocivos, tais como, soda caustica e formol também foram
encontrados no leite (CORREA; CAMPOS; PINTO, 2015).

Visando garantir uma seguranca alimentar, o presente trabalho destaca a necessidade
de monitoramento por meio analises fisico quimicas do leite, priorizando a anélise de
conservantes fraudulentos nocivos. E destaca também que ensaios bioldgicos, podem
contribuir fortemente, por meio de uma resposta biolégica que comprove a existéncia de

compostos toxicos em matrizes complexas.

4. CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste trabalho, permite concluir que em D. melanogaster,
na concentracdo de 100% e nestas condi¢cdes experimentais, o leite LT3 apresenta efeito
toxico. Mais trabalhos devem ser conduzidos com a marca comercial € um monitoramento
sistematico de diferentes marcas de leites comercializados em escala industrial deve ser

conduzido, visando garantir a seguranca alimentar.
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