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RESUMO: Neste estudo foi analisado os efeitos do suplemento Whey Protein sobre a citotoxicidade, ciclo celular e
genotoxicidade em Allium cepa. Para tanto foi realizado um estudo quantitativo com as varidveis a serem
analisadas obtidas por analise experimental. O suplemento Whey Protein foi avaliado nas concentracdes indicadas
no rétulo do produto, comparando assim com o controle negativo (dgua destilada) e controle positivo (sulfato de
cobre). Foram avaliados a citotoxicidade, o indice mitdtico, indice de fases e a presenca de mutacbes
cromossOmicas em A. cepa exposto ao Whey Protein. Foi verificado que embora o tratamento com o Whey Protein
reduza significativamente o crescimento radicular de A. cepa, esta reducdo ndo esta relacionada a reducdo do
indice mitotico e indice de fases indicando pelo teste que o suplemento testado ndo apresenta efeitos sobre o ciclo
celular. Com relagdo ao potencial genotdxico Whey Protein ndo pode ser considerado um agente promotor de
mutacdes. Assim, neste estudo e de acordo com o teste realizado o Whey Protein pode ser considerado seguro, no
entanto é recomendado ensaios moleculares que analisem a sua agdo sobre o DNA para verificar a seguranca no
consumo deste suplemento.

PALAVRAS-CHAVE: Allium cepa, whey protein, mutagdes cromossdmicas, ciclo celular.

1 INTRODUCAO

O suplemento alimentar Whey Protein € frequentemente utilizado por atletas e frequentadores
de academia que desejam desenvolver musculos por meio de hipertrofia de forma mais rapida. Esse
suplemento é composto de proteina extraida do soro do leite bovino, o qual é obtido durante a
fabricacdo de coalhadas e queijos brancos, além de carboidratos e gorduras (SGARBIERI, 2004). Estudos
recentes mostram que os suplementos mais utilizados sdao os a base de proteinas e aminoacidos,
mostrando as adversidades que o Whey Protein podem causar, tais como cetose, gota, sobrecarga renal
e hipertensao arterial (ARAUJO, ANDREOLO, 2002; TUMA, 2007). Testes realizados pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria - ANVISA revelaram que muitas marcas comerciais Whey Protein oferecem risco
ao serem consumidos. Por conta disso foram retiradas do mercado devido a irregularidades quanto a
quantidade demonstrada pelo rétulo a qual ultrapassava o limite de 20% entre as informacgdes
nutricionais presentes nas embalagens do produto e sua real composicao (LOVATO, 2014).

E possivel obter diferentes concentracdes proteinas do soro do leite por meio de processos
de separagdo e purificacdo, como alfalactoglobulina e betalactoglobulina que compde de 70 a 80% das
proteinas totais. Além delas, sdo encontradas soroalbumina, imunoglobulinas, lactoferrina, transferrina e
varias outras. Essas concentragdes podem ser obtidas de diferentes formas, tais como em pd, whey
protein concentrada (WPC), whey protein isolada (WPI) e whey protein hidrolisada (WPh). O whey protein
em po pode ser encontrada na forma doce, acida, desmineralizada e reduzida, sendo as duas ultimas
utilizadas no suplementos esportivos. No processo para obter WPC remove-se a agua, lactose, cinzas e
alguns minerais e se comparado ao WPI apresenta mais componentes biologicamente ativos. Para
usuarios de Whey Protein com intolerancia a lactose, WPl é o mais recomendado pois no seu
processamento ha uma significativa remog¢do de gorduras e lactose. J& WPh quando comparada as
outras e em especial a WPC, obtém uma maior rapidez na absorcdo (ESTRATEGIAS DE NUTRICAO E
SUPLEMENTACAO NO ESPORTE, 2015).
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Para analisar a seguranca os efeitos do whey protein sobre um sistema celular in vivo, essa
pesquisa utilizou o sistema teste de Allium cepa recomendado para pesquisas que avaliam o potencial
genotdxico e citotdxico de substancias. Uma das vantagens desse sistema teste € a germinacao rapida, o
qual é possivel obter respostas em curto periodo de tempo (BAGATINI, SILVA e TEDESCO; 2007)
compreendido entre cerca de 24 a 48 horas apos a exposicdo a uma determinada substancia. Outras
vantagens do teste dizem respeito a sua robustez, pois em um Unico teste é possivel obter informacdes
sobre a influéncia da substancia a ser testada ao nivel de sua citotoxicidade, efeitos sobre a
progressao/bloqueio do ciclo celular, apoptose e inducdao ou protecdo contra formagdo de mutagdes
cromossoémicas.

Assim, por meio dessa pesquisa foi verificar a agdo do whey protein sobre o ciclo célula in vivo,
esclarecendo seus possiveis efeitos sobre as células e cromossomos, fornecendo informacdes a respeito
dos riscos ou seguranca em seu consumo.
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2 MATERIAIS E METODOS

Tratou-se de um estudo quantitativo com as variaveis analisadas de maneira experimental. O
experimento foi conduzido no laboratério de Microscopia |, localizado no Unicesumar — Centro
Universitario Cesumar.

Para o teste do Allium cepa foi utilizada a metodologia proposta por Fiskesjo (1985), com
modificagdes. Foram utilizados 5 bulbos de cebolas por tratamento, com os caules raspados, e estes
tiveram o crescimento das raizes estimulados em agua destilada por 24 horas com fotoperiodo
luz/escuro para promover a sincronizacdo da divisdo celular das células meristematicas. Em seguida,
conduzidos os tratamentos com Power Whey Pro® concentrado com diluicbes que foram determinadas
baseadas nas indicacbes de consumo do fabricante. A dgua destilada sera utilizada como controle
negativo (CN) e o sulfato de cobre (6x107 g/mL) como controle positivo (CP). As raizes permaneceram
sobre tratamento nas concentracdes de estudo durante 24 horas, caracterizando o teste para avaliagao
de efeito agudo.

Em seguida essas raizes foram medidas (mm) com paquimetro para determinacao da
citotoxicidade, ou seja, verificagdo de inibicdo de proliferacdo. Apds esta analise, essas raizes,
aleatoriamente cortadas, lavadas em agua destilada e fixadas em Carnoy (alcool etilico-acido acético, 3:1)
durante 24 horas. Apos este periodo as raizes de cada tratamento foram hidrolisadas com HCL 0,1M,
durante 10 minutos a 60°C. Em seguida lavadas, coradas com azul de metileno e fixadas em chama.

Para analise citogenética foi empregado o método de esmagamento, onde a leitura das laminas
sera realizada em microscépio 6ptico com aumento de objetiva 100x através da técnica de varredura. Foi
realizada a leitura de 100 células por lamina, totalizando 500 células analisadas por tratamento. Os
parametros analisados foram o indice mitético, indice de fases, além de quantificacdo de mutagdes
cromossoémicas. O calculo de indice mitético e indice de fase foi realizado segundo as férmulas (Roa et
al., 2012):

indice Mitotico (%) = Nimero de células em mitose x 100/ nimero total de células

indice de cada Fase (%) = NUmero de células em cada fase x 100/nimero total de células em
mitose.

Todos os resultados foram expressos como média e desvio padrdo, sendo submetidos a analise
de variancia (ANOVA) e comparados pelo teste de Tukey (p>0,05), utilizando o programa SISVAR, 7.0.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
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Neste estudo foram analisados os efeitos bioldgicos promovidos por Whey Protein sobre o
sistema teste do Allium cepa. Para tanto foram analisados os parametros de citotoxicidade, indice
Mitético, indice de Fases e presenca de mutacdes cromossomicas.

A potencial citotoxicidade do Whey Protein foi analisado por meio da estimativa do crescimento
radicular de Allium cepa tratado por um periodo de 24 horas (Figura 1).

Figura 1. Crescimento Radicular (cm) de Allium cepa.
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Legenda: Tratamento com Whey Protein (T1), Controles Negativo (CN) e Positivo (CP). Valores representados com
Média + Desvio Padréo. Significativo pelo teste de Tukey (p>0,05).

Foi possivel observar que o tratamento com tratamento com Whey Protein na concentracdao
recomendada pelo fabricante promove a inibicdo do crescimento radicular de Allium cepa de maneira
significativa (p>0.05). E esta inibicdo pode estar diretamente relacionada a inibicdo da proliferagcdo
celular indicando o potencial citotdxico de uma susbtancia testada. Os resultados obtidos nos estudo
realizado por Silva e Bohm (2012) e Oliveira (2015) mostraram uma reducdo no comprimento das raizes
de cebola com o tratamento do cha de cogumelo de Sol e Cranberry indicando a redugdo do nimero de
divisbes celulares e o comprimento das raizes.

Para a confirmacao se o Whey Protein tem efeito citotoxico como sugerido pelo crescimento
radicular de Allium cepa foram analisados o indice mitético e o de fases (Tabela 1). E neste caso, foi
possivel verificar que ndo houve diferencas significativas entre o indice mitético do controle negativo e
Whey Protein. Segundo Queiroz et al. (2016) o indice mitético reflete o niumero total de células em
mitose e geralmente é utilizado para indicar efeito antiproliferativo e citotoxico de compostos quando
este indice no tratamento € inferior ao controle negativo. Neste estudo, ndo foi observado esta diferenca
e possiveis justificativas podem estar relacionados aos mecanismos moleculares de acdo de Whey
Protein sobre o ciclo celular, no entanto o teste do Allium cepa nao tem cobertura para tal analise, sendo
sugerido testes moleculares para se verificar tal agdo.

A partir do resultado do indice mitético foi analisado o indice de fases, ou seja, a porcentagem de
células encontradas em cada fase da divisdo celular. Ao verificar as fases da mitose foi possivel observar
no tratamento que ndo existe um padrdo na distribuicdo de células durante a mitose, onde o maior
numero de células em divisdo celular é encontrado em profase e progressivamente este niUmero diminui
até a telofase (Tabela 1). Este padrao de diminuigdo de células apenas nos controles.

Tabela 1. Efeito do Whey Protein sobre o ciclo celular de Allium cepa.

Fases da Mitose

IM Profase Metafase Anafase Tel6fase
CN 2,841,922 2.8+3,702 0,240,442 1,0+1,02 1,4+0,542
CcP 1,82+5,02b 1,441,340 0,00+0,002 0,00+0,00P 0,1+0,14b
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T1 3,0+0,70° 1,4+1,14° 0,4+0,542 0,2+0,44° 0,9+0,31°
Legenda: Whey Protein (T1), Controles Negativo (CN) e Positivo (CP). Valores representados com Média + Desvio
padrao. Significativo pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Em relacao a presenca de mutagdes cromossOmicas em A. cepa devido ao tratamento com Whey
Protein foi possivel observar o aparecimento de pontes cromossémicas e alteragdes nucleares, no
entanto ndo é possivel afirmar o potencial genotoxico devido a possibilidade de serem estas mutacdes
espontaneas devido a significancia estatistica (Tabela 2).

Tabela 2: Alteracdes cromossdmicas observadas em células meristematicas de Allium cepa

Atrasos Pontes Alteracoes Nucleares
CN 0,240,442 - 0,2+0,442
cp - - 1,8+1,48°
T1 - 0,2+0,442 0,2+0,442

Legenda: Whey Protein (T1), Controles Negativo (CN) e Positivo (CP). Valores representados com Média = Desvio
Padrdo. Significativo pelo teste de Tukey (p>0,05).

Neste estudo foi analisado os efeitos bioldgicos de Whey Protein sobre o ciclo celular de A.
cepa. Foi verificado que embora o tratamento o Whey Protein tenha diminuido o crescimento radicular
de A. cepa este efeito ndo pode ser comparado de maneira paralela a reducdo do indice mitotico, assim
nao é possivel afirmar que este composto tenha efeito antiproliferativo ou citototoxico sobre células. E
com relacdo a presenca de mutacdes cromossdmicas é possivel afirmar que a exposicdo ao Whey Protein
quanto ao potencial mutagénico é seguro pelo teste do A. cepa, pois as mutacdes encontradas no
estudo estao de acordo com o padrao para mutacdes espontaneas.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo foi verificado que a exposicao celular ao Whey Protein pode ser considerada segura
pelo teste do Allium cepa, pois o composto ndo conduziu a alteragdes no ciclo celular ou apresentou
carater mutagénico. Assim, é sugerido estudos posteriores ao nivel molecular analisem a acdo deste
composto ao nivel de DNA para verificar possivel mecanismos de a¢do nao observados neste estudo e
que possam contribuir com informacées sobre a seguranga no consumo do Whey Protein.
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