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RESUMO

Objetivou-se na presente pesquisa avaliar a citotoxicidade e a genotoxicidade de produtos diet
shakes de trés marcas amplamente comercializadas no Brasil, denominadas neste estudo de A,
B e C. As avaliacGes foram realizadas em células meristematicas de raizes de Allium cepa L.
em dois tempos de exposicdo, 24 e 48 horas. Os produtos (tratamentos) referentes a A e B
foram avaliados nas concentracdes 0,05; 0,10 e 0,20 g/mL, e C nas concentracdes 0,08; 0,16 e
0,32 g/mL. Tais concentragbes foram definidas com base nas informagOes descritas nos
rotulos de cada shake em avaliagdo. A partir dos resultados obtidos, verificou-se que 0s
produtos diet nas trés concentracdes, inclusive as sugeridas como ideais para consumo pelos
fabricantes, nos dois tempos de analise considerados, causaram efeito antiproliferativo
significativo aos meristemas de raizes, e reduziram drasticamente a divisdo celular do tecido
as quais foram avaliadas. No entanto, nenhum dos tratamentos causou alteragGes celulares em
namero significativo aos tecidos das raizes. Assim, 0s produtos testados foram citotdxicos,
porém, ndo genotdxicos, as células meristematicas de raizes de A. cepa. Ainda, observou-se
que em todos os tratamentos realizados, nas trés concentracbes e nos dois tempos de
exposicdo estabelecidos, a maioria das células em divisdo encontrava-se em préfase, ndo
observando-se células em fase de anafase e teldéfase nos meristemas expostos a nenhum dos
produtos avaliados. Os resultados obtidos na presente pesquisa indicam que os shakes diet das
trés marcas selecionadas demonstraram ter potencial em causar toxicidade em nivel celular.
Dessa forma, sugere-se realizar estudos mais detalhados sobre a citotoxicidade destes shakes
em sistemas testes fisiologicamente mais complexos para a verificacdo e aprofundamento dos
dados aqui obtidos, uma vez que, estes produtos sdo utilizados como auxiliadores na reducéo
de peso pela populagdo em geral e comercializados sem restricdo de venda em drogarias de
todo pais.

PALAVRAS-CHAVE: diet shake, citotoxicidade, divisao celular, tecido meristematico.



ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the cytotoxicity and genotoxicity of diet shakes
products of three brands widely marketed in Brazil, named in this study of A, B and C. The
evaluations were performed in meristematic cells of Allium cepa L. roots in two Exposure
times, 24 and 48 hours. The products (treatments) for A and B were evaluated at
concentrations of 0.05; 0.10 and 0.20 g / mL, and C at concentrations 0.08; 0.16 and 0.32 g /
ml. Such concentrations were defined based on the information described on the labels of
each shake being evaluated. From the results obtained, it was found that the dietary products
at the three concentrations, including those suggested as ideal for consumption by the
manufacturers, in the two analysis times considered, caused a significant antiproliferative
effect to the root meristems, and drastically reduced the cell division of the Which were
evaluated. However, none of the treatments caused significant cellular changes in the tissues
of the roots. Thus, the products tested were cytotoxic, but not genotoxic, meristematic cells of
A. strain roots. It was also observed that in all the treatments performed, at the three
concentrations and in the two exposure times established, the majority of the cells in division
were in prophase, not observing cells in phase of anaphase and telophase in the meristems
exposed to None of the products evaluated.

The results obtained in the present research indicate that the diet shakes of the three selected
brands have shown potential to cause toxicity at the cellular level. Thus, it is suggested to
carry out more detailed studies on the cytotoxicity of these shakes in physiologically more
complex test systems to verify and deepen the data obtained here, since these products are
used as aids in weight reduction by the population in general and Sold without restriction of
sale in drugstores throughout the country.

KEY WORDS: diet shake, cytotoxicity, cellular division, meristematic tissue.
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1 INTRODUCAO

O Brasil nos altimos anos vivenciou intensas modificacbes econdémicas e sociais em
sua sociedade, o que promoveu alteracdes em seu modelo de saude e alimentacdo. Tais
modificacbes contribuiram para minimizacdo da pobreza e exclusdo social, porém, em
contrapartida, ocasionou um crescimento acelerado do sobrepeso em individuos de diferentes
classes sociais (SOUSA et al., 2016). Com o aumento na incidéncia da obesidade, evidenciou-
se uma crescente variedade de produtos que foram lancados no mercado brasileiro tidos como
potentes redutores de peso, dentre 0s quais pode-se citar os shakes em po.

Estes shakes sdo indicados para substituir uma ou duas refeicGes diérias, e sdo
comercializados sem restricGes de venda em farméacias de todo o pais (CAVICHIOLI et al.
2012). S&o classificados como alimentos diet por terem composicao balanceada de vitaminas,
minerais, fibras alimentares, e quantidades reduzidas de carboidratos e acidos graxos, afim
suprirem basicamente as necessidades nutricionais daqueles que o consome (ARAUJO et al.,
2013). No Brasil, os alimentos diet em geral sdo normatizados e autorizados para consumo e
comercializacdo pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), por meio da
Portaria n. 30, de 13 de dezembro de 1998, que aprova o Regulamento referente a alimentos
para o controle de peso (BRASIL, 1998).

Os diet shakes tambem séo classificados como alimentos industrializados em raz&o de
serem aditivados por microingredientes sintéticos das classes aromatizante, corante,
antiumectante, espessante, emulsificante e edulcorante (SOUSA et al., 2016). O acréscimo
destes microingredientes, entre outras caracteristicas, tem a finalidade de promover a diluicdo
total do pd, o que acarreta a aparéncia homogénea do produto quando dissolvido em agua ou
leite, bem como, de reduzir significativamente a capacidade de absorcdo da umidade do ar ou
higroscépica do p6 durante o armazenamento e apds aberto para consumo. Também suavizam
0 sabor, cheiro e a cor deste alimento tornando-o mais atrativo ao consumidor.

Porém, pesquisadores como Tonetto et al. (2008) e Carvalho et al. (2017), e a propria
ANVISA (BRAISL, 2007) declaram que muitos aditivos alimentares, como 0s aromatizantes,
corantes, antiumectantes, espessantes, emulsificantes e edulcorantes, entre outros, suscitam
uma serie de duvidas quanto aos seus potenciais efeitos citotdxicos, genotdxicos, mutagénicos
e carcinogénicos. Assim, verifica-se a necessidade de se realizar estudos que, por meio de
bioensaios adequados, avaliem a toxicidade em nivel celular de produtos industrializados,
como os diet shakes, para assim proporcionar, com propriedade, o bem estar daqueles que os

consomem. De acordo com Brasil (2007), as andlises toxicoldgicas de aditivos alimentares e,
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principalmente, dos alimentos acrescidos de tais compostos, sdo a base de elaboragdo ou
modificacdo dos documentos que normatizam a composicdo béasica de alimentos e/ou
produtos semi-industrializados e industrializados (BRASIL, 2007; BEZERRA et al., 2016;
SALES et al., 2017). No entanto, ndo foram encontrados trabalhos de avaliacdo de toxicidade
de produtos alimentares do tipo diet shake na literatura cientifica a nivel nacional e
internacional.

Os meristemas de raizes de Allium cepa L. (cebola) sdo considerados no meio
cientifico como um eficiente bioensaio para a avaliacdo da toxicidade aguda em nivel celular
de compostos quimicos em razdo de apresentarem ndmero cromossémico reduzido (2n=16), o
que favorece a deteccdo de alterages cromossdmicas ou clastogénicas, de fuso mitético ou
aneugeénicas, e de distarbios no indice proliferacdo celular (NEVES et al., 2014; BIANCHI et
al., 2015). Esse sistema teste € aceito internacionalmente por agencias de pesquisa como um
instrumento de avaliagdo de acurada sensibilidade para analise da citotoxicidade,
genotoxicidade e mutagenicidade de substancia de interesse, uma vez que, os resultados
obtidos por intermédio dele demonstram, em grande parte das vezes, similaridade satisfatoria
aqueles obtidos via sistemas testes animal e em culturas de células (HERRERO et al., 2011;
LACERDA et al., 2014; TABREZ et al., 2011; GOMES et al., 2013; OILIVEIRA et al., 2013;
CAMPOS; MARIN-MORALES, 2016; MOURA et al., 2016, SANTANA et al., 2016).

Com base no contexto abordado, teve-se como objetivo no presente estudo avaliar, em
células meristematicas de raizes de A. cepa, a citotoxicidade e genotoxicidade de alimentos
diet shakes, de trés diferentes marcas comerciais, de ampla saida em drogarias de todo o

Brasil.
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2 REFERENCIAL TEORICO

O ndmero de pessoas com sobrepeso/obesidade esta aumentando cada vez mais no
Brasil. No entanto, a busca pelo corpo perfeito estd ganhando espago, com o ideério de corpos
fortes, torneados e magros, influenciando o modo pelo qual o corpo se apresenta para si
préprio (BRASIL, 2006b). Nesse contexto surgem as chamadas dietas da moda que mesmo
sendo consideradas como inadequadas pelos nutricionistas, sdo muito utilizadas por
proporcionarem uma perda rapida de peso (VIGGIANO, 2007). Diante disso, esta se cada vez
dando mais importancia a aparéncia corporal.

Segundo dados da Diretriz da Sociedade Brasileira de Medicina do Esporte (DSBME,
2003), no Brasil o uso de suplementos tem crescido nas academias e clubes onde se realizam
atividades fisicas. Dessa forma Hirschbruch (2008) afirma que os fatores responsaveis pelo
uso abusivo dos suplementos sdo o facil acesso a essas substancias através de vendas em
farmacias e lojas especializadas sem prescricdo de um medico ou nutricionista. Sendo as
mesmas utilizadas muitas vezes em quantidades exageradas com o intuito de obter um melhor
rendimento, reducdo de gordura corporal ou aumento da massa muscular. Varios estudos
realizados no Brasil revelam que 24 a 40% dos praticantes de atividade fisica, que frequentam
academias, utilizam algum tipo de suplemento, sendo que a maior parte deles adquirem esses
produtos sem nenhuma orientacdo e/ou indicacdo de médicos ou nutricionistas (GOSTON,
CORREIA, 2009).

Goston (2008) também cita que sdo vinculados a esses produtos promessas de
diminuicdo da gordura corporal, acréscimo de massa muscular, aumento da capacidade
aerobica proporcionando dessa forma um melhor desempenho fisico, além do mais melhora a
estética corporal e retarda o envelhecimento. Associados a isso, Milani, Teixeira e Marques
(2014) ressaltam que os suplementos alimentares sdo utilizados devido a falta de paciéncia em
esperar pelos resultados com a pratica do exercicio fisico. De acordo com Fermino, Pezzini e
Reis (2010) entre os interesses citados o principal alvo dos praticantes de exercicios fisicos
em academias é a estética corporal. Sendo que esses individuos relatam serem insatisfeitos
com o0 proprio corpo, mesmo possuindo a composicdo corporal dentro dos padrdes
considerados saudaveis.

Fernandes, Gomes e Navarro (2009) mencionam que o0 aumento da préatica de
atividade fisica é um fator que influencia um acréscimo cada vez maior da preocupacgdo com a

alimentacdo e, em consequéncia eleva a demanda por suplementos nutricionais que possam
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ajudar na pratica dessas atividades. Conforme Saba (2011), o conceito de beleza fisica esta
associado ao volume ou definicdo dos muasculos. Assim, o ambiente das academias favorece a
dispersdo desse padrdo estetico de corpo magro, com pequena quantidade de gordura e com
grande definicdo muscular. Dessa forma é admissivel que o aumento da divulgacéo pela midia
de diferentes suplementos e seus efeitos benéficos sobre a salde tenha tido influéncia em
relagdo ao aumento do consumo destes produtos (MARINHO, 1994).

Os suplementos alimentares sdo formulados por proteinas, vitaminas, minerais,
aminoéacidos, lipideos, acidos graxos, carboidratos e fibras, isoladas ou associadas entre si
(CEN 2006). Dentre os suplementos alimentares utilizados encontram-se os shakes, produtos
utilizados por um grande numero de pessoas principalmente os praticantes de atividade fisica
visando o rapido emagrecimento. O shake ¢ um alimento completo e com baixas calorias,
formado com a mais avancada engenharia nutricional, além de contribuir com o
emagrecimento saudavel e progressivo, retine ainda ingredientes como o colageno de gelatina
hidrolisada, que atua sobre a firmeza e a elasticidade da pele, vitaminas, minerais e fibras
alimentares que ajudam no bom funcionamento orgéanico. Diet shake é um alimento auxiliador
na reducao de peso baseado na substitui¢do da refeicdo e no controle do apetite.

O langamento no mercado de uma grande variedade de suplementos juntamente com
a influéncia da midia tem aumentado o consumo desses produtos. No entanto, esses
suplementos ndo vém acompanhados de informacOes para O uso correto por Seus
consumidores (CANTORI; SORDI ;NAVARRO, 2009). De acordo com Hernandes e Nahas
(2009), se utilizados de forma adequada, os suplementos alimentares aumentam o rendimento
nas atividades fisicas, e proporcionam maior disposi¢do para realizar tarefas diarias. No
entanto na maioria dos casos esses suplementos sdo utilizados sem a orientacdo de um
profissional, fato que ocorre devido a grande facilidade de obtencdo do produto, com isso as
pessoas consomem esses suplementos de forma inadequada, deixando muitas vezes de
realizar uma refeicdo substituindo-a pelos suplementos, o que pode acarretar a perda de
vitaminas, sais minerais e nutrientes essenciais para a saude. Causando efeitos colaterais
como: fraqueza, irritabilidade, tontura, dor de cabeca, alopecia, unhas fracas, desmaio,
intoxicacdo alimentar, alteracdes metabdlicas do sistema digestivo, que podem ocasionar
doengas como diabetes, osteoporose, anemia e até perda temporaria de movimento dos
membros (BASTOS, 2015).

Segundo lIriart, Chaves e Orleans (2009) ainda sdo desconhecidos os efeitos colaterais
relacionados ao uso de suplementos por longos periodos de tempo, tanto em doses

terapéuticas quanto suprafisioldgicas.No entanto as consequéncias mais registradas sdo de
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natureza enddcrina e reprodutiva, como: atrofia testicular que pode resultar em perda de
funcdo definitiva, menor producdo de testosterona, carcinoma prostatico, ginecomastia;
hepética: ictericia colestasica, amarelamento do branco dos olhos e das unhas, carcinoma
hepatocelular, peliose hepatica, adenoma hepatico e hepatite; cardiovascular: aumento nas
lipoproteinas de baixa densidade (LDL),colesterol e uma diminuigdo nas lipoproteinas de alta
densidade (HDL) ( FERREIRA et al 2007) e psicologia: sintomas depressivos, sindromes
psiquiatricas e distarbios psicolégicos durante os periodos de abstinéncia (FERREIRA et al,
2007;FONINI, 2008).

Os suplementos alimentares devem ser utilizados somente com a prescrigdo de um
nutricionista (profissional habilitado), respeitando 0s niveis maximos de seguranca
regulamentados pela Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), Resolu¢gdo CFN n°
390(BRASIL, 2006). A portaria n® 32, de 13 de janeiro de 1998, do Ministério da Saude e da
ANVISA, relata que os suplementos nutricionais podem ser apresentados nas formas sélidas,
semissdlidas, liquidas e aerossol, como: tabletes, comprimidos, drageas, pds capsulas,
granulados, pastilhas, solugdes, suspencdes e sprays. Além do mais sdo considerados
suplementos vitaminicos ou minerais 0s alimentos que servem para contemplar com estes
nutrientes a dieta diaria de uma pessoa saudavel, em casos onde a ingestdo a partir da
alimentacdo, ndo seja suficiente ou quando a dieta requer suplementacdo. Devem conter no
minimo de 25% e no maximo até 100% da Ingestdo Diaria Recomendada (IDR) de minerais e
ou vitaminas, na porcdo diaria indicada pelo fabricante, ndo podendo ser utilizados para
substituicdo de alimentos nem considerados como dieta exclusiva.

No entanto a grande preocupacao é com a toxicidade desses produtos industrializados
como por exemplo os diet shakes existentes no mercado, que fazem parte de dietas
desequilibradas e vastamente constituidas por microingredientes sintéticos, como corantes,
aromatizantes, antiumectantes, espessantes, edulcorantes e emulsificantes. Devido o avanco
da indUstria quimica, a industria alimenticia passou a utilizar um grande nimero de aditivos,
com o intuito de melhorar as condigdes de armazenagem e oferecer alimentos seguros,
atendendo assim as expectativas do mercado consumidor. Dessa forma além da estabilidade
econdmica, outros fatores como, maior praticidade, rapidez, durabilidade e boa aceitacdo do
produto vem contribuindo cada vez mais para a introducdo e manutencdo de alimentos
industrializados nos habitos alimentares de consumidores de todas as idades (AQUINO;
PHILIPPI, 2002).

Os aditivos alimentares exercem um papel importante na conservagdo dos alimentos

de acordo com a visdo tecnoldgica. No entanto o uso dos mesmos, € um assunto que desperta
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a preocupagdo dos consumidores, pois estes estdo cada vez mais preocupados com a
seguranca alimentar. Dos varios itens que tem relagdo com a seguranca dos alimentos, 0s mais
contestados sdo os aditivos alimentares (VARELA; FISZMAN, 2013). A Portaria n° 540-
SVS/IMS, de 27 de outubro de 1997 define que aditivo alimentar € qualquer ingrediente
adicionado intencionalmente aos alimentos, sem o propdsito de nutrir, mas com o objetivo de
modificar as caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas ou sensoriais, durante a fabricacéo,
processamento, preparacdo, embalagem, tratamento, armazenagem, acondicionamento,
transporte ou manipulacdo de um alimento.

Segundo WU et al, (2013) h& cerca de 25 mil aditivos alimentares usados em todo o
mundo. Sendo que um grande numero de estudos, tem afirmado que o consumo de
quantidades excessivas de aditivos sintéticos pode causar reacGes adversas gastrointestinais,
respiratorias, dermatoldgicos e neuroldgicos. Exatamente por estas razdes, o Joint FAO/WHO
Expert Committee on Food Addiitives (JECFA) tem se reunido anualmente desde 1956 para
aferir a seguranca desses aditivos, atualizar e estabelecer as normas de seguranga dos mesmos.

Gouveia, (2006) relata que o mercado brasileiro de ingredientes e aditivos fatura
anualmente entre R$ 1,5 bilhdo e R$ 2,5 bilhdes. Cerca de 50% desse faturamento é
procedente do aroma e o0 restante agrega todos os outros ingredientes e aditivos. Os
aromatizantes séo utilizados com o intuito de fornecer sabor e aroma aos alimentos
industrializados, aproximando-os ao maximo aos produtos naturais, aumentando dessa forma
a aceitacdo pelo consumidor. Essa classe de aditivo pode ser classificada como: natural,
sintético, idéntico ao natural, sintético artificial (MAGALI, 2006). Os mesmos possuem
especial importancia por conferirem propriedades sensoriais que caracterizam cada sabor e
aroma dos mais diversos produtos. Grande parte do sabor do alimento é diretamente
influenciada pelo seu aroma e em meio a uma grande variedade de op¢des e o surgimento de
alimentos no mercado, sdo as caracteristicas diferenciais que vao determinar a aceitacdo do
produto pelo consumidor (MELLO et al., 2004).

No Brasil, a regulamentagdo do uso de aditivos utilizados no setor alimenticio,
incluindo os corantes era efetivada pela Divisdo Nacional de Vigilancia Sanitaria de
Alimentos (DINAL) do Ministério da Saide. Hoje em dia, esta fiscalizacdo é feita pela
Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Os corantes séo aditivos alimentares definidos
como toda substancia que confere, intensifica ou restaura a coloragdo de um alimento.

Existem trés categorias de corantes aceitas pela legislacdo para o uso em alimentos, 0s
corantes naturais, o corante caramelo e os corantes artificiais. Dentre esses, 0 corante

caramelo é o utilizado na fabricacdo dos shakes sendo adquirido a partir de agucares pelo
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aquecimento a temperatura superior ao seu ponto de fuséo e subsequente ao tratamento
aconselhado pela tecnologia. Em geral, a importancia da aparéncia do produto para a sua
aceitabilidade é a maior justificativa para o emprego de corantes. Sendo assim a manutencéo
da cor natural do alimento constitui-se um fator importante para a aceitagdo do produto por
parte do consumidor. Antes do paladar, os alimentos coloridos chamam a atencdo das pessoas.
A ldgica do consumo desses produtos inicia-se pelos olhos: alimentos vistosos, coloridos,
atraentes s6 podem ser deliciosos (PRADO; GODOY, 2007).

Os espessantes sdo substancias utilizadas nos shakes para aumentar a viscosidade ou
consisténcia sem alterar significativamente as suas demais propriedades, e ainda
proporcionam resisténcia a fluir. S3o0 componentes hidrossollveis e hidrofilicos, usados para
dispersar, estabilizar e evitar a sedimentacdo de substancias em suspensdo (ALVES, 2009).
Dentre os espessantes encontrados nos shakes temos os exopolissacarideos como 0 xantana
que sdo utilizados a muitos anos pela industria de alimentos devido as suas propriedades
espessantes e estabilizantes (ERNANDEZ; CRUZ, 2005).

Os conservantes sdo substancias que, acrescentadas a um determinado alimento,
evitam ou adiam alteragbes provocadas nesses alimentos pela atuacdo de microrganismos,
agentes fisicos e/ou enzimas. Ha um crescente aumento na demanda de alimentos quimicos
estaveis e seguros, de maior durabilidade. Fato que faz com que 0s conservantes sejam
utilizados cada vez mais pelos setores alimenticios (TONETTO et al, 2008). Dentre o0s
conservantes 0s mais empregues sdo: acido benzoico, dioxido de enxofre, acido sorbico, acido
propiénico na forma livre, ou de sais de s6dio e potassio e nitritos e nitratos de sédio e
potassio (ARAUJO, 2009).

Os umectantes sdo substancias que previnem a perda de umidade pelos alimentos, em
locais de umidade baixa, ou que facilitam a dissolucdo de substancia seca em meio aquoso
(ANVISA, 2009). Alguns exemplos sdo o citrato de ferro amoniacal, carbonatos de célcio e
de magnésio, dioxido de silicio, ferrocianeto de sddio, silicato de sodio e de aluminio e o
fosfato (SCHVARTSMAN, 1982), acrescentados a recheios de bolos e bolachas, balas
chocolates e outros produtos (AUN et al, 2011).

Os edulcorantes sdo substancias diferentes dos agucares, que conferem sabor
edulcorado aos produtos (ANVISA, 2009). S&o utilizados para substituir os agucares, devido
em pequenas quantidades fornecerem uma docura onde se utilizado o agucar era necessaria
uma quantidade maior para se chegar a mesma condi¢do (VICENTINI, 2001). Além do mais,
sdo destinados a pessoas que querem evitar o consumo de agucares, devido ao seu baixo valor
calorico (ALMEIDA, CARVALHO, SAMPAIO, 2005). O Ciclamato de Saddio, ¢ utilizado
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como adogante artificial ndo calorico sendo utilizado em diversos alimentos e bebidas e na
industria farmacéutica. E um adocante artificial 30 vezes, mas adocicado que o agUcar.
Devido a sua vasta utilizacdo e pelas controvérsias em relagdo ao seu processo metabolico e
toxicidade, ha um grande interesse no desenvolvimento de métodos analiticos para a
determinacdo desses edulcorantes em produtos dietéticos (MEDEIROS et al, 2008).

O estudo das alteragdes cromossdmicas € utilizado como um ensaio de mutagenicidade,
sendo um dos poucos métodos para medir os danos diretos em sistemas exibidos a possiveis
mutagénicos ou agentes cancerigenos. Para que haja a avaliacdo das implicacdes ou agravos
que podem causar agentes mutagénicos, € necessario que o sistema teste esteja em divisdo
mitdtica constante, procurando identificar os efeitos toxicos e alteragcBes que ocorrem ao
longo do ciclo celular. O teste de Allium cepa tem sido amplamente utilizado para esta
finalidade (SILVA et al, 2003). Conforme Longhin (2008) os testes com Allium cepa sao
muito utilizados, pois sdo considerados rapidos e eficientes. Além do mais ele é considerado
um vegetal superior, sendo muito usado por pesquisadores em ensaios toxicoldgicos por meio
de avaliacdo de parametros macroscopicos como alteracGes de formato, comprimento de raiz
e cor e ainda microscépicos como aberracdes cromossémicas.

Devido a confiabilidade, baixo custo e concordancia com outros testes de
genotoxicidade, o Allium cepa é considerado um excelente bio indicador para o primeiro
screening da genotoxicidade de compostos quimicos, assessorando os estudos de prevencao
de danos a saude da humanidade (BAGATINE et al.,2007). Segundo Cabrera (1999) o
método de avaliacdo de alteracBes cromossdmicas em raizes de Allium cepa (cebola) é
validado pelo Programa Ambiental das Nagdes Unidas (UNEP) e pelo Programa Internacional
de Seguranca Quimica (IPCS, OMS) como uma eficiente avaliacdo para monitoramento e
analise in situ da genotoxicidade de substancias. Conforme Vicentini (2001) o sistema teste
com Allium cepa é considerado um excelente teste para verificacdo de citotoxicidade devido
ao fato das raizes ficarem em contato direto com a substancia testada, admitindo a avaliagéo
de diferentes concentragdes.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencdo dos produtos diet shake

Diet shakes de trés diferentes marcas comerciais, referidas neste estudo como A, B e C, foram
adquiridos em farmacia localizada no municipio de Picos, Estado do Piaui, Brasil, em novembro do

ano de 2016. As amostras obtidas estavam dentro do prazo de validade.

3.2 Determinacao das concentracdes de diet shake para avaliacdo de toxicidade em nivel celular

Os diet shakes avaliados nesta pesquisa sdo comercializados em pé. Para determinacdo das
concentracdes a serem analisadas quanto a toxicidade em nivel celular, utilizou-se como parametro a
forma de preparo e ingestdo indicada nos rétulos de cada produto. Assim, para as marcas A e B
sugeria-se diluir 30g do produto em 300 mL de agua. Com base nesta informacdo definiu-se para estes
shakes as concentracGes 0,05; 0,10 e 0,20 g/mL. Para C recomendava-se diluir 40g de shake em 250
mL de agua, estabelecendo-se, dessa forma, para analise as concentragcdes 0,08; 0,16 e 0,32 g/mL.
Para o preparo de todas as concentrac¢des utilizou-se agua destilada.

3.3 Teste de toxicidade em células meristematicas de raizes de Allium cepa

Incialmente, os bulbos de cebola foram colocados em frascos aerados com agua
destilada, a temperatura ambiente (x 27°C), até a obtencdo de raizes de 2,0 cm de
comprimento. Para analise de cada amostra de diet shake estabeleceu-se um grupo
experimental com cinco bulbos de cebola. Antes de colocar as raizes em contato com a suas
respectivas amostras (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¢ao 24 horas.
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Figura 1- Bulbo de Allium cepa com raizes no tamanho de realizar a coleta.
Fonte: Autoria Propria,2017.

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 exposicao 48 horas. Apos
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 shakes em pé 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 media, 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 microscépio éptico em objetiva de 40x. Para cada
bulbo de cebola analisou-se 1.000 células, totalizando 5.000 células para cada controle, tempo
de exposic¢do 24 horas e tempo de exposi¢do 48 horas de cada grupo tratamento em analise.
Assim, para cada marca de diet shake analisou-se um total de 15.000 células. Foram
observadas células em interfase, profase, metafase, anafase e tel6fase. A partir desta analise
determinou-se o indice mitético (IM) por meio da seguinte equacdo: (nimero total de células
em mitose + numero total de células analisadas) x 100. O valor de IM foi parametro para a
determinacdo do potencial citotdxico das amostras diet em estudo. Os testes de toxicidade
foram realizados em duplicata para a confirmacao dos resultados obtidos.

Avaliou-se também o potencial genotoxico das concentracdes de diet shake através da
frequéncia de células micronucleadas, de metafases colchicinicas, pontes anafasicas e
telofasicas, células com aderéncias, brotos nucleares e anadfases multipolares. A analise
estatistica dos dados foi realizada pelo teste do Qui-quadrado (x?), com nivel de probabilidade
<0.05, por meio do software estatistico BioEstat 3.0 (Ayres, 2007).
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4 RESULTADO E DISCUSSAO

Com base nos resultados apresentados na Tabela 01, verifica-se que todos os produtos
diets, nas trés concentracfes e nos dois tempos de analises considerados, causaram inibicao
significativa da divisdo celular nos meristemas de raizes. Tal condi¢do pode ser evidenciada
comparando-se os indices mitéticos obtidos para os tempos de anélise 24 horas e/ou 48 horas
de A, B, C ao indice de divisdo celular observado para os seus respectivos controles. No
entanto, quando confrontados os indices de divisdo celular entre os tempos de exposicédo 24 e
48 horas de um mesmo tratamento verificou-se que os mesmos ndo foram estatisticamente

significativos entre si para nenhum dos shakes diet avaliados.

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 shakes diet de diferentes marcas, identificadas neste
estudo como A, B e C. Os produtos diets (tratamentos) A e B foram avaliados nas concentracdes 0,05;
0,10 e 0,20 g/mL, e C nas concentracdes 0,08; 0,16 e 0,32 g/mL.

shake diet A

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

CO 2293 702 712 694 599 2707 54,1°
0,05 g/mL 24h 4063 923 14 00 00 937 18,7°
48h 4091 901 08 00 00 909 18,2°

CO 2830 623 598 532 417 2170 43.4°
A 0,10 g/mL 24h 4090 910 31 00 00 941 18,8
48h 4100 900 25 00 00 925 18,5°

CO 3350 794 723 604 509 2720 54,42
0,20 g/mL 24h 4162 799 39 00 00 838 16,8°
48h 4153 824 23 00 00 847 16,9

shake diet B

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

CO 2626 694 594 573 513 2374 45 5°
0,05 g/mL 24h 4087 899 14 00 00 913 18,2°
48h 4092 891 17 00 00 908 18,1°

CO 2213 723 792 691 581 2787 55,7
B 0,10 g/mL 24h 4078 913 09 00 00 922 18,4°
48h 4073 927 00 00 00 927 18,5°

CO 2129 714 784 682 691 2871 57,4°
0,20 g/mL 24h 4070 901 29 00 00 930 18,6
48h 4069 918 13 00 00 931 18,6°

shake diet C
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TR Conc. TE TCIlI P M A T TCD IM (%)

CO 1180 984 982 941 913 3820 76,4°
0,08 g/mL 24h 3098 1887 15 00 00 1902 38,0°
48h 3108 1882 10 00 00 1892 37,8°

CO 1293 941 999 944 823 3707 74,1°
C 0,16 g/mL 24h 3771 1210 19 00 00 1229 24,6
48h 3661 1300 39 00 00 1339 26,8

CO 1573 974 923 811 719 3427 68,5
0,32 g/mL 24h 3899 1101 00 00 00 1101 22,0°
48h 3976 1024 00 00 00 1024 20,5

TCII — Total de células em interfase e indiferenciadas; TE — Tempo de Exposicdo; CO — Controle; IM — Indice
Mitético; TCD — Total de células em divisdo. Valores de IM seguidos da mesma letra dentro de um mesmo

tratamento néo diferem significativamente entre si pelo teste % ao nivel de 5% de probabilidade.

O potencial citotoxico de produtos industrializados, como os diet shakes aqui
avaliados, pode ser determinado pelo aumento ou diminuicdo do indice mitético das células
dos tecidos expostos a eles (FERNANDES et al., 2007; CARVALHO et al.; 2017). De
acordo com Caritd e Marin-Morales (2008), indices de divisdo celular inferiores ao controle
negativo, quando considerados significativos, indicam a presenca de agentes cuja acdo toxica
compromete o crescimento e o desenvolvimento dos organismos sujeitos a estas substancias.

Além disso, Gomes et al. (2013), Sales et al. (2016) e Moura et al. (2016) citam que a
inibicdo da proliferacdo celular desencadeada por compostos citotdxicos em tecidos de intensa
proliferacdo celular e de desempenho normal e/ou sem alteragbes celulares - como 0s
meristemas de raizes utilizados nesta pesquisa para avaliacdao da toxicidade dos diet shakes - é
extremamente prejudicial ao organismo, uma vez que, tem a propriedade de inibir ou limitar a
reposicdo de células, alterar a sintese proteica e, por conseguinte, resultar no mal
funcionamento do érgdo onde esté localizada (GOMES et al., 2013; MARQUES et al., 2015;
SALES etal., 2016; MOURA et al., 2016).

Ainda na Tabela 01, é possivel observar que em todos os tratamentos realizados, a
maioria das células em divisdo encontram-se em prdfase. Ndo foram observadas nos
meristemas tratados com os produtos diet células em anafase e teléfase. De acordo com
Marques et al. (2014), agentes quimicos presente na formulacdo de alimentos ou produtos
industrializados podem inibir a formacao do fuso mitotico em tecidos de intensa proliferagdo
celular. Tal condicdo pode acarretar duas situacOes, onde a primeira seria a formacdo de
células poliploides ao final da divisdo celular, dando origem a um tecido com células
aberrantes. A outra, e a mais indicada para explicar o resultado observado no presente estudo,

seria de que as células poliploides produzidas tenham sidos eliminadas dos meristemas de
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raizes expostos aos produtos diet avaliados, uma vez que, o principio do ciclo celular é a
formacdo de células idénticas, e a presenca de células com grande variacdo no numero
cromossémico tornaria o funcionamento celular, e do proprio tecido, invidvel. Ainda, os
produtos diet avaliados ndo induziram alteracbes fuso mitético nos tecidos de raizes em
frequéncia estatisticamente significativa. Porém, mais estudos em diferentes organismos de
prova em diferentes tempos de andlise sdo necessarios para averiguacdo dos resultados aqui
obtidos.

Como mencionado outrora, os diet shakes possuem em sua formulacdo aditivos
alimentares de diferentes classes. Apesar de escassos, hé estudos na literatura cientifica que
mostram que alguns destes microingredientes tém o potencial em causar toxicidade em nivel
celular. Dentre os aditivos de acdo edulcorantes citados nos rétulos dos produtos diet
avaliados na presente pesquisa estdo a sucralose, o ciclamato de sodio e o aspartame. Em um
estudo feito por Van EyK et al. (2015), através de linhagens celulares normais, as Caco-2
(células de coldn), HT-29 (células de cdlon) e HEK-293 (células de rim), pode-se verificar
que estes aditivos alimentares foram citogenotoxicos a estes bioensaios em diferentes tempos
de analises.

Sasaky et al., (2002), utilizando o bioensaio cometa, verificaram que o ciclamato de
sodio foi citogenotoxico e clastogénico ao colon de roedores tratados cronicamente, via
gavagem, por este microingrediente. Quanto ao antiumectante utilizando na formulagdo dos
shakes diet, o unico citado nas embalagens dos produtos em questdo foi o didxido de silico.
Rajiv et al. (2016) verificaram que tal aditivo reduziu drasticamente a divisdo celular e
induziu frequéncia significativa de alteracfes celulares em linfécitos humano em cultura de
celulas de linhagem normal.

Em relacdo aos aromatizantes, os ingredientes de aroma e sabor mencionados nos
rotulos dos produtos diet avaliados aqui foram o de chocolate e baunilha. Sales et al., (2017),
Sales et al., (2016) e Silva et al., (2016) avaliaram estes aromatizantes em células
meristematicas de raizes de A. cepa e verificaram que estes aditivos, em todas as doses e
tempos de andalises considerados, reduziram drasticamente a divisdo celular dos tecidos
analisados, mostrando-se potencialmente citotdxicos. Gultekin et al.,(2013) verificaram que
estes aromatizantes tiveram a propriedade de induzir danos significativos ao fuso mitético, e,
consequentemente, a divisao celular de eritrocitos prematuros de camundongos, induzindo de
forma expressiva a formagéo de células micronucleadas na medula éssea desses animais.

Ainda, de acordo com a Anvisa (2009), nos aromatizantes alimentares em geral

encontra-se 0 compostos quimico diacetil (2,3-butadiona), que tem por fungéo principal fixar
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0 aroma e sabor nos alimentos industrializados. 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. Ainda, More et al., (2012) verificaram que altas
concentragdes 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 envolvidas na divisao celular.

Dessa forma, os resultados das pesquisas de toxicidade em nivel celular sobre os
aditivos edulcorantes, antiumectante e aromatizantes mencionados corroboram aos resultados
obtidos aqui com os diet shakes. Nao foram encontrados na literatura cientifica estudos de
avaliacdo de toxicidade, em nivel sistémico e celular, de aditivos alimentares de acdo
espessante, emulsificante e estabilizante de maneira em geral. O corante mencionado no
rotulo dos trés produtos diet avaliados foi o caramelo. Os trabalhos de avaliagdo de toxicidade
sobre este aditivo em especifico demonstraram que 0 mesmo nao foi citotdxico, genotoxico e
mutagénico aos bioensaios aos quais ele foi analisado (SENGAR e SHARMA, 2014,
KRISHNA et al., 2014).

Portanto, os resultados observados mostraram que os diet shakes analisados tiveram
significativo potencial em ocasionar toxicidade as células meristeméticas de raizes de A. cepa.
Tal resultado indica que esses alimentos devam ser avaliados em bioensaios fisiologicamente
mais complexo, como em sistemas testes em animais, para verificacdo e aprofundamento dos

dados aqui obtidos, e assim poder garantir a seguranca daqueles que 0s consomem.
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5 CONCLUSAO

Os diet shakes avaliados foram citotoxicos, porém ndo genotoxicos, as celulas
meristematicas de raizes de Allium cepa.

Com base nos resultados, sugere-se que o0s trés produtos avaliados causaram disturbios
na formacdo do fuso mitoético das células dos tecidos expostos a eles, ndo permitindo que as

células avancassem a fase de anéafase.
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