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RESUMO

Tradicionalmente, os materiais de embalagens t€ém sido selecionados no sentido de ter a
minima interacdo com o alimento que acondicionam, devendo constituir, portanto uma
barreira inerte, com funcdo de proteger o produto embalado. A personalizagdo de
embalagens planejadas para corrigir deficiéncias das embalagens passivas, utilizando
matrizes biodegradaveis, aditivos naturais e nanoparticulas, tem sido amplamente
desenvolvida. No entanto, ainda ¢ necessario obter mais dados a respeito da seguranca
toxicologica destes materiais, cuja taxa de migragdo das nanoparticulas e outros
elementos da embalagem para o alimento ainda ¢ muito pouco conhecida. Este trabalho
tem por objetivo implementar as metodologias para avaliagdo da biorreatividade in vitro
de materiais poliméricos de uso médico-hospitalar descritas em protocolos
internacionais e nas Farmacopeias, e adapta-las a linhagem Caco-2, com a finalidade de
avaliar a citotoxicidade de embalagens de uso alimenticio € componentes utilizados em
sua producdo. Utilizou-se linhagem especifica de células epiteliais intestinais,
denominada Caco-2. A biorreatividade das amostras também foi testada na linhagem de
fibroblastos L929 e SIRC para efeito de comparacao dos resultados obtidos nos ensaios
de contato direto e indireto. As amostras foram incubadas durante 24h e sua reatividade
foi determinada a partir da visualizagdo direta do efeito sobre a monocamada celular
fixada em placas de 60 mm. Um total de 20 amostras foram analisadas e observou-se
que 40% das amostras apresentaram alguma reatividade quando em contato direto com
as células Caco-2, sendo 15% das respostas classificadas como reatividade suave a
moderada. Quando submetidas ao teste de difusdo em agar, 20% das amostras revelaram
algum grau de resposta, sendo 5% de reatividade suave a moderada. As amostras
soluveis ou micronizadas foram avaliadas pelo ensaio de redugdo do metil-tiazol-
tetrazolio (MTT) utilizando as células Caco-2. Os resultados obtidos nos ensaios de
contato, com as células intestinais Caco-2, foram muito semelhantes as respostas
observadas com as tradicionais células fibroblasticas 1929, o que demonstra a
adequacdo e a sensibilidade da linhagem Caco-2 ao ensaio. O ensaio de MTT revelou
que a maioria das amostras ndo interferiu na viabilidade celular nas condi¢des avaliadas,
apenas 2 amostras de glicerina residual de biodiesel, utilizadas como substrato
alternativo no processo fermentativo para producdo de biopolimeros, apresentaram
citotoxicidade quando testadas em concentracdes superiores a 12,5% (v/v). A adaptacao
das técnicas comumente utilizadas na avaliagdo da citotoxicidade de materiais
poliméricos de uso médico-hospitalar mostrou-se bastante promissora quando aplicada
em embalagens alimenticias e polimeros convencionais ou biodegradaveis, assim como,
nos componentes empregados na sua fabricagdo. De forma analoga a qualquer ensaio in
vitro para estudo da toxicidade, a correlacdo da resposta obtida com os provaveis efeitos
no organismo depende da avaliacdo conjunta com outras técnicas uma vez que estes
bioensaios sdo, notadamente, mais sensiveis e devem ser considerados como
preliminares na avaliagdo da citotoxicidade.

Palavras chave: Embalagens. Seguranca alimentar. Citotoxicidade. Biopolimeros.
Células Caco-2.



ABSTRACT

Currently, packaging materials have been selected in order to have minimal interaction
with the food and, therefore, they should be an inert barrier with function of protecting
the packaged product. Customizing of planned packaging in order to correct
deficiencies of the passive packaging materials using biodegradable matrices, natural
additives and nanoparticles has been widely studied. However, we still need more data
on the toxicological safety of these materials, whose migration rate of the nanoparticles
and other elements from the packaging is still very little known. The main of this work
was to implement, adapt and test Pharmacopeial in vitro methodologies used to evaluate
the biological reactivity of plastics and elastomers from medical devices or for
pharmaceutical purposes, in order to assess the cytotoxicity of packaging and
biodegradable or conventional films, as well as, alternative polymeric materials and
other components used in the manufacturing process of films intended for food use. It
was used the Caco-2 cell line, a specific strain of intestinal epithelial cells. The
biological reactivity, in the contact tests, was also evaluated in L929 fibroblast strain.
Samples were incubated for 24 hours and their reactivity was determined by direct
visualization of the effect on the cell monolayer fixed in 60 mm plates. It was observed
that 40% of the samples showed some reactivity when tested in direct contact with the
Caco-2 cells, 15% of them were classified as mild to moderate reactivity. When
subjected to the agar diffusion test, 20% of the samples showed some degree of
response, where 5% of them with mild to moderate reactivity. The results obtained in
the contact assay with the intestinal Caco-2 cells were very similar to the observed
responses with the traditional L929 fibroblast cells, demonstrating the suitability and
sensitivity of the Caco-2 cell line to the assay. Soluble or micronized samples were
evaluated by the tetrazolium blue reduction test (MTT) using Caco-2 cells. The MTT
assay showed that only 2 glycerin samples, used as alternative substrate in the
fermentation process for biopolymers production, presented cytotoxicity when tested at
concentrations higher than 12.5% (v/v). The adjustment of the techniques commonly
used to assess the cytotoxicity of polymeric materials for medical devices, proved to be
very promising when applied to food packaging and conventional or biodegradable
polymers, as well as the components used on packaging manufacture. Analogous to any
in vitro assay of toxicity studies, the correlation of the generated response with the
effects on the human body depends also of the evaluation together other suitable
techniques, since these bioassays are markedly more sensitive and should be regarded as
preliminary data in evaluation of cytotoxicity.

Key words: Food packaging. Food safety. Cytotoxicity. Biopolymers. Caco-2 cells.
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INTRODUCAO

A principal funcao da embalagem ¢ proteger e preservar o alimento, de forma a
manter a sua qualidade e seguranca por um periodo maior de tempo, reduzindo assim o
seu desperdicio (CHAUDHRY et al., 2008). O material de embalagem usado deve
atender aos critérios de preservagao do alimento e de seus nutrientes, resguardar da agao
de fatores ambientais, tais como luz, umidade, oxigénio e microrganismos, de forma a
impedir ou dificultar o contato entre o ambiente externo e o produto em seu interior,
além de assegurar a integridade do produto durante o transporte ¢ armazenamento

(SARANTOPOULOS et al., 2002).

Nao pode haver davida de que as modernas tecnologias e materiais de
embalagem de alimentos cumprem essas func¢des j4 que as mesmas desempenham um
papel chave no fornecimento de alimentos seguros e nutritivos (CHAUDHRY et al.,
2008). As embalagens constituidas de materiais pldsticos convencionais como
polietileno (PE), polipropileno (PP) e de policloreto de vinila (PVC), apesar de
possuirem excelentes propriedades mecanicas ¢ de barreira sdo consideradas nao-
biodegradaveis, pois sdo inertes a acdo microbiana e necessitam de um longo tempo

para se decomporem na natureza (SHAH et al., 2015).

Na busca continua da evolucdo nesta area, diversos estudos tém avaliado o
desenvolvimento de sistemas de embalagens com o objetivo de interagir com o alimento
(VEIGA-SANTOS et al., 2005a; 2005b; GRISI et al., 2008; SILVA, 2009; MACHADO
et al., 2010; SOUZA et al., 2011). Sao utilizadas matrizes biodegradaveis e aditivos
naturais planejados, cujo objetivo ¢ corrigir deficiéncias das embalagens passivas,
tornando-as embalagens biodegradéaveis ativas (MACHADO et al., 2012). A origem dos
polimeros utilizados nestas embalagens ¢ muito variada, podendo ser obtidos de fontes
agricolas (vegetal e animal), quimica e biotecnologica, inclusive de origem microbiana.
E sua composi¢do também ¢ muito variada uma vez que estes polimeros podem ser
misturados em diferentes propor¢des ou receber aditivos para aperfeicoar as suas
propriedades fisico-quimicas e conferir biofuncionalidade, melhorando a conservacdo

do alimento embalado (RHIM et al., 2013).

Dentre os biopolimeros atualmente disponiveis, os mais interessantes do ponto
de vista comercial sdo os acidos polilacticos (PLA), poli-hidroxialcanoatos (PHAs) e o
amido, pois podem ser processados por equipamentos convencionais de conversao, t€ém

um equilibrio satisfatério das propriedades funcionais e sao produzidos em larga escala
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a pregos competitivos. No entanto os biopolimeros na sua forma pura sio menos
estaveis e tém propriedade de barreira geralmente inferior a dos polimeros
convencionais. Por este motivo, os plasticos biodegraddveis precisam receber mais
aditivos. Podem ocorrer interagdes indesejaveis e migracdo de substancias em maior ou
menor grau para o alimento. No entanto, a literatura ainda ¢ escassa em relagdo a
estudos sobre a avaliacdo da seguranga de embalagens alimenticias produzidas com
polimeros biodegradaveis, principalmente no que diz respeito a testes de migragdo de
compostos para os alimentos (SCARFATO et al., 2015). A industria de alimentos esta
constantemente buscando novas tecnologias para melhorar a qualidade, vida util,
seguranca e rastreabilidade de seus produtos. O advento da nanotecnologia abriu novas
possibilidades para o desenvolvimento de materiais com propriedades melhoradas para
utilizagdo como embalagens primaria de alimentos. Portanto, ndo é surpreendente que
um dos setores ansiosos para abragar a nanotecnologia e concretizar os seus beneficios
potenciais seja a industria de alimentos. Um grande numero das maiores empresas
mundiais desta area j4 exploram ou realizam estudos visando o aproveitamento
potencial de nanomateriais para uso em alimentos ou nas suas embalagens

(CHAUDHRY et al., 2008).

Por outro lado, muito pouco se sabe a respeito da seguranga toxicologica que
este tipo de embalagem funcional pode representar para o organismo humano, cuja taxa
de migracao das nanoparticulas para o alimento ainda ¢ muito pouco conhecida.
Nanocompositos possuem grande potencial para aplicagdo no setor de embalagens de
alimentos, pois sdo materiais inovadores que apresentam propriedades funcionais
interessantes na promocao da protecdo e seguranca dos alimentos. Entretanto, ainda
existem importantes consideracdes a respeito da seguranca toxicoldgica do uso de
nanocompositos em embalagens que entram em contato com os alimentos (RHIM et al.,
2013). Estudos in vitro com cultura de células para estimar a resposta humana tém papel
fundamental na avaliacdo da citotoxicidade das mais variadas substancias. A aplicacdo
destes bioensaios para avaliar a toxicidade de materiais poliméricos de aplicagdo
farmacéutica ja estd bem fundamentada, uma vez que estas técnicas tiveram origem na
década de 60, com a preocupagdo de avaliar a inocuidade de plasticos de embalagens de
uso farmacéutico ou de materiais de uso médico-hospitalar (WILSNACK, 1976; GAD,
2000).
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Institutos Internacionais como a Sociedade Americana de Ensaios e Materiais
(American Society for Testing and Materials — ASTM) e a Organizagdo Internacional
para Padronizagdo (International Organization for Standardization - ISO) ja
disponibilizam normas padronizadas para ensaios de citotoxicidade de materiais
poliméricos para uso médico-hospitalar, odontolégico e farmacéutico (ISO, 2007; 2009;
ASTM, 2006; 2007). As Farmacopeias Americana (USP, 2015) e Brasileira (BRASIL,
2010) também preconizam metodologias in vitro para avaliacdo preliminar da
reatividade bioldgica destes materiais em células fibroblasticas, como por exemplo,
linhagem 1929 de camundongo. Estas células mimetizam os tecidos conjuntivos que
normalmente entram em contato com estes materiais, permitindo uma estimativa da sua

biorreatividade quando em contato com o organismo humano.

Os ensaios de biorreatividade s@o uteis na avaliagdo da citotoxicidade dos mais
variados materiais e substancias. Em geral, os ensaios com cultura de células
apresentam boa correlacdo com os ensaios in vivo. A vantagem dos métodos in vitro
consiste em poder limitar o nuimero de varidveis experimentais, obter dados
significativos de forma mais facil em um curto periodo de tempo, fornecendo resultados
preliminares da interagdo entre a amostra e a matriz biologica, possibilitando a

avaliacdo da necessidade de testes posteriores em animais (ROGERO et al., 2003).

O uso dos métodos que definem a citotoxicidade basal, ou seja, que identificam
a habilidade de um componente em causar morte celular como consequéncia de danos
nas funcdes basicas das células apresenta boa correlagdo com a toxicidade aguda em

animais € no homem (EISENBRAND et al., 2002).
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OBJETIVOS
Objetivo Geral

Este trabalho tem por objetivo implementar as metodologias para avaliagdo da
biorreatividade in vitro de materiais poliméricos de uso médico-hospitalar descritas em
protocolos internacionais € nas Farmacopeias, ¢ adapta-las a linhagem Caco-2, com a
finalidade de avaliar a citotoxicidade de embalagens de uso alimenticio e componentes

utilizados em sua produgao.

Objetivos Especificos

* Adequar técnicas de avaliagdo da citotoxicidade e reatividade bioldgica in vitro
empregadas na avaliacdo de polimeros plasticos e outros compostos quimicos de
aplicagdo farmacéutica, para o estudo da inocuidade de materiais poliméricos

destinados ao uso em embalagens alimenticias.

* Avaliar a inocuidade de embalagens de alimentos, filmes convencionais e
funcionais, assim como de componentes utilizados em sua produgdo, através de

ensaios com linhagem celular do epitélio colorretal humano — Caco-2.

* Aprimorar o controle de qualidade dos materiais de embalagem e/ou seus
componentes, cuja avaliacdo normalmente se restringe apenas as caracteristicas

fisico-quimicas, contribuindo assim com o uso seguro destes materiais.

* Obter dados a respeito da inocuidade destes materiais, dando suporte aos estudos
de desenvolvimento de embalagens ativas e funcionais mais seguras para o uso

na industria alimenticia.
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REVISAO DE LITERATURA
1. Embalagens de alimentos

Embalagens tradicionais para fins alimenticios sdo barreiras passivas destinadas
a retardar os efeitos adversos do ambiente sobre o produto alimentar (BRODY et al.,
2010). Geralmente, os materiais para a elaboragdo de embalagens tém sido selecionados
com o objetivo de possuir a menor interacdo com o produto que acondicionam. Diante
disso, as embalagens atuam como barreiras inertes, com a fung¢ao principal de proteger o
produto embalado, sem que ocorra interacdo com o mesmo (VEIGA-SANTOS et al.,
2005). Materiais poliméricos derivados do petroleo sdo amplamente utilizados devido a
sua versatilidade, boas propriedades mecanicas e baixo custo, mas o acimulo de
grandes quantidades desses polimeros sintéticos convencionais podem causar impactos
ambientais (BRODY et al., 2010; JIMENEZ et al., 2012). Problemas causados pelo
descarte inadequado e excessivo desses plasticos t€ém motivado o desenvolvimento,
produgdo e aplicacdo de polimeros biodegradaveis em embalagens (MULLER et al.,

2009).

O desenvolvimento de materiais de embalagem biodegraddveis produzidas a
partir de recursos naturais renovaveis tem recebido cada vez mais ateng¢do. Muitos
conceitos novos nas embalagens de alimentos foram introduzidos para satisfazer as
exigéncias dos consumidores (SOUZA et al.,, 2013). Entretanto, novas linhas de
pesquisa tém surgido nas ultimas décadas com o objetivo de desenvolver embalagens
que interajam com o produto embalado, incorporando vantagens adicionais para estas.
Muitas dessas embalagens ativas tém sido desenvolvidas a partir de matérias-primas
naturais, tanto a matriz polimérica como os aditivos funcionais incorporados
(MACHADO, 2011). Existe uma énfase nas embalagens ativas, cujo conceito esta
baseado na interacdo deliberada entre a embalagem e o produto e/ou seu ambiente
direto, de forma a melhorar a qualidade e a seguranga alimentar. Os principais avangos
nesta area dizem respeito a tecnologias que promovam o retardo ou diminui¢do nos
processos oxidativos, na taxa de respiragcdo, no crescimento microbiano € na migracao
de misturas. Outros exemplos sdo as tecnologias que promovem a emissao ou absor¢ao
de dioxido de carbono, adsor¢ao de odores, remocao de etileno e liberacao de aromas

(DAINELLI et al., 2008; RESTUCCIA et al., 2010).

Embalagens antioxidantes constituem um importante tipo de embalagem ativa,

representando uma técnica de conservacdo de alimentos muito promissora para
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prolongar a vida de prateleira de produtos alimentares (LOPEZ-DE-DICASTILLO et
al., 2012). A incorporagdo de antioxidantes em peliculas de embalagem biodegradaveis
estad em foco, pois a oxidagdo ¢ uma das principais causas da deterioracdo dos alimentos
(SOUZA et al., 2011; PEREIRA-DE-ABREU et al., 2011). Acidos fenolicos, terpenos,
tocoferois, carotendides e vitaminas sao importantes antioxidantes naturais que t€ém sido
propostos para incorporacdo em embalagens visando melhorar a estabilidade e
prolongar o armazenamento de produtos suscetiveis a este processo degradativo
(SIRIPATRAWAN; HARTE, 2010; LOPEZ-DE-CASTILHO et al., 2012; CAVAR;
MAKSIMOVE, 2012).

Alguns estudos descrevem a incorporagdo de aditivos naturais em embalagens,
como, por exemplo, extrato de erva mate (MACHADO, 2011), polpa de manga e
acerola (SOUZA et al., 2011), dendé (GRISI et al., 2008), café¢ e cacau (SILVA, 2009)
entre outros, cujo objetivo ¢ de corrigir deficiéncias das embalagens passivas. Os
aditivos naturais incorporados auxiliam na manuten¢do das caracteristicas sensoriais €
microbiologicas destes alimentos, a depender da sua finalidade (VEIGA-SANTOS et
al., 2005; VEIGA; DRUZIAN, 2007; MALI et al., 2010; MACHADO et al., 2010).

As embalagens alimentares com propriedades antimicrobianas, t€ém recebido
atencdo em funcdo dos problemas comerciais ¢ de satide associados com surtos de
doengas transmitidas por alimentos contaminados por patégenos (NEWELL, 2010). A
aplicacdo deste método pode melhorar a seguranga alimentar através da inibicdo de
bactérias patogénicas ou controlar a deterioracdo do alimento utilizando quantidades

minimas de compostos ativos incorporados nas embalagens (MA, 2013).

A introducdo de substancias antimicrobianas naturais ou sintéticas na
composicdo de embalagens ¢ amplamente descrita na literatura, por exemplo, quitosana
de baixo e médio peso molecular, dcidos organicos como acido benzoico e acido sorbico
na forma tradicional e seus equivalentes nanosolubilizados, misturas comerciais de
acidos organicos para revestimento de alimentos (CRUZ-ROMERO et al., 2013);
adi¢do de timol e carvacrol em filmes de polipropileno (PP) (RAMOS et al., 2012);

As substancias antimicrobianas naturais geralmente reconhecidas como seguras
(GRAS) ou nao (nao-GRAS) tem sido utilizadas em papéis, termoplasticos ou similares
para evitar a contaminagdo por Listeria monocytogenes, E. coli e fungos. Uma série de
compostos antimicrobianos quimicos também s3o adicionados aos polimeros utilizados

em embalagens alimenticias, com destaque para os seguintes, triclosan; didoxido de cloro
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e de carbono; acidos propionico, benzoico, sorbico, acético, latico e malico; fungicidas;
bacteriocinas; parabenos; acidos cinamico, cafeico € p-cumarico, € metais, como o
nitrato de prata. J4 existem muitas embalagens comercialmente disponiveis contendo

estes compostos incorporados(APENDINNI; HOTCHKISS, 2002).

Além dos compostos citados por Apendinni e Hotchkiss (2002), também
destacam o uso de hexametilenotretramina (HMT), compostos de amonio, antibidticos
peptidicos, enzimas, 4acidos graxos, ions de prata e cobre, fendis, oligo e

polissacarideos, 6leos essenciais entre outros.

E importante destacar que o desenvolvimento de embalagens ativas, inteligentes,
funcionais e biodegradaveis ¢ notadamente uma necessidade nos dias atuais, entretanto
em todos os estudos acima citados e, em varios outros que a literatura disponibiliza, foi
encontrado pouco, ou quase nenhuma referéncia quanto aos aspectos toxicoldgicos
envolvidos na incorporagdo de tal gama de substancias ou modificagdo das propriedades
dos filmes alimenticios. Quando alguma referéncia esta presente, se restringe apenas
pela indica¢do do codigo de autorizacdo de uso emitido pela autoridade sanitaria do
pais, ou pela presenca do acronimo GRAS, indicando que a substancia tem o grau de

“geralmente reconhecida como segura” pelas agéncias regulatdrias.

2. Polimeros convencionais para embalagens alimenticias

Polimeros sdo macromoléculas caracterizadas por seu tamanho, estrutura
quimica e interagdes intra e intermoleculares. Possuem unidades quimicas ligadas por
covaléncia, repetidas regularmente ao longo da cadeia, cuja repeticdo do monomero
indica o grau de polimerizagio (MANO; MENDES, 1999). A literatura caracteriza os
polimeros de acordo com a cadeia molecular assim descrita: lineares, ramificadas ou

com ligagdes cruzadas (BOWER, 2002).

Em funcdo das suas caracteristicas mecanicas, os polimeros podem ser divididos
em termoplasticos, termorrigidos (termofixos) e elastomeros (borrachas). Os
termoplasticos constituem a maior parte dos polimeros comerciais que, a depender do
tipo do plastico podem dissolver-se em varios solventes. Os polimeros mais utilizados
sdao: polietileno (PE), polipropileno (PP), poli(tereftalato de etileno) (PET),
policarbonato (PC), poliestireno (PS), poli(cloreto de vinila) (PVC) (GORNI, 2003).
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O polipropileno (PP) ¢ um polimero termopléstico poliolefinico, essencialmente
linear e altamente cristalino. Desde sua introdu¢do no mercado em 1954, se tornou uma
das mais importantes resinas termoplasticas da atualidade, devido a excelente
combinagdo de propriedades térmicas e mecanicas associadas ao baixo custo. E muito
utilizado em embalagens para alimentos e outras utilidades domésticas (ABREU et al.,

2006).

O policloreto de vinila, comumente reconhecido por PVC, tem ampla aplicagao
industrial, pertence ao grupo quimico dos vinilicos. O polimero em sua composi¢ao
pura ¢ muito rigido, porém o grande problema com o uso do PVC ¢ a migracao dos
aditivos do plastico para o alimento. Por outro lado, ainda existe a grande toxicidade do
mondmero (cloreto de vinila). Tal toxicidade pode ocorrer durante a fabricagdo da
resina e dos recipientes de PVC ou pela migracdo do mondmero residual no plastico
para o alimento. A legislacio americana permite, no maximo 1 mg.kg™ do monémero

na estrutura polimérica das embalagens de PVC (JORGE, 2013).

O polietileno (PE) ¢ obtido pela polimerizacdo do etileno, que ¢ uma olefina
gasosa com dupla ligacdo e pode ser preparada por desidratagdo e por craqueamento. O
PE ¢ um dos polimeros com composi¢cao molecular mais simples, sendo basicamente
um hidrocarboneto linear ou ramificado, saturado e com alto peso molecular. Os
principais sdo PEAD (polietileno de alta densidade), PEBD (polietileno de baixa
densidade), PEBDL (polietileno de baixa densidade linear), PEMD (polietileno de
média densidade), PEUAMM (polietileno de ultra-alta massa molar) (GORNI, 2003;
JORGE, 2013). Os polimeros sintéticos polietileno e polipropileno sao os mais
empregados como matrizes para o desenvolvimento de embalagens produzidas e

comercializadas atualmente.

O uso de plasticos tem aumentado significativamente e sua aplicacdo tem
permeado a maioria dos aspectos da vida humana e da produgdo industrial (YU et al.,
1999). A matéria-prima dominante para a produc¢do de pléstico € o petroleo, que ¢ ndo-
renovavel e também a principal fonte de energia para o mundo (YEZZA et al., 2007). A
limitada disponibilidade futura de petroleo, aumento do preco dos combustiveis fosseis
e as preocupacdes ambientais e de gestdo de residuos, devido a nao-biodegradabilidade
dos plasticos convencionais, tém impulsionado as buscas por alternativas mais
sustentaveis, como os polihidroxialcanoatos (PHAs), dacido polilactico (PLA),

poliésteres alifaticos, polissacarideos, as misturas de amido e copolimeros de
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polipropileno para substituir os plasticos derivados de petroleos (LEE, 1996; YU et al.,
1999).

3. Biopolimeros

Além dos polimeros de origem quimica e sintética existem os naturais, cuja
sintese envolve processos metabolicos complexos que ocorrem dentro das células
microbianas ou vegetais (MANO; MENDES, 1999). Os biopolimeros tém grande
potencial de aplicagdo nos mais diversos segmentos industriais, destacando-se a
industria alimenticia. A poluicdo ambiental gerada pelo uso em larga escala de
polimeros sintéticos e sua dependéncia de recursos petroliferos requer o
desenvolvimento de vias alternativas na obtencdo de polimeros ecologicamente
corretos, como por exemplo, os biopolimeros de origem microbiana (LUENGO et al.,

2003; KOLLER et al., 2007).

De acordo com Clarinval e Halleux (2005) os biopolimeros podem ser
classificados de duas formas, de acordo com sua origem (fontes renovaveis ou
petroquimicas) ou conforme seu método produgdo, com destaque para as seguintes

categorias:

- Os polimeros produzidos por sintese quimica convencional por exemplo, acido
polilactico (PLA), poli(e-caprolactona),  poli(succinato de butileno) e dalcool
polivinilico.

- Polimeros produzidos por extragdo direta a partir da biomassa, por exemplo

polissacarideos, tais como amido, quitosana, celulose, pectina, proteinas, zeina de

milho, gelatina, caseina, proteina de soja, gluten de trigo.

- Polimeros obtidos a partir de microrganismos por exemplo, poli-
hidroxialcanoatos (PHASs), incluindo poli(B-hidroxibutirato) (PHB),
poli(hidroxibutirato-co-valerato) (PHBV), celulose bacteriana, goma xantana e goma

pululana.

- Polimeros produzidos por mistura (blendas), por exemplo, de PLA-PHA,
amido-PLA, amido-PHB, amido-poli(e-caprolactona), derivados de celulose-amido,

amido-alcool polivinilico, PHA-queratina, quitosana-PLA e PHB-quitosana.
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Os biopolimeros de maior interesse comercial sao o PLA, o amido e os PHAs. O
PLA ¢ um poliéster produzido por sintese quimica a partir de acido lactico obtido por
fermentacdo bacteriana da glicose extraida do milho. Tem uso potencial na confec¢ao
de embalagens, itens de descarte rapido e fibras para vestimentas e forragdes. Os
polimeros de amido sdao polissacarideos modificados quimicamente ou ndo, produzidos
a partir de amido extraido de milho, batata, trigo ou mandioca, e tem aplicagdo na
produgdo de embalagens e itens de descarte rapido (MATHEW; DUFRESNE, 2002; LU
et al., 2000; MATHEW et al., 2008; GARCIA et al., 201 1).

3.1 Polihidroxialcanoato (PHA)

Os polihidroxialcanoatos (PHA) possuem propriedades materiais semelhantes
aos plasticos petroquimicos (KHARDENAVIS et al., 2007; MIZUNO et al., 2010).
Estes biopolimeros podem ser produzidos por diferentes espécies de bactérias e
archaebactérias, bem como por plantas geneticamente modificadas. Nas bactérias os
PHA sao produzidos sob condicao de estresse nutricional, tal como limitagdo de fosfato
ou nitrogénio, em conjunto com uma fonte de carbono em excesso no caldo de cultivo.
O tipo de PHA produzido, tais como homopoliésteres, copoliésteres, terpoliésteres ou

misturas de poliéster, depende da fonte de carbono (SUDESH et al., 2000).

A forma mais amplamente investigada e representativa de PHA ¢ o poli-(3-
hidroxibutirato), ou simplesmente PHB. E um biopolimero termoplastico com
propriedades mecanicas que sdo comparaveis as do polipropileno e polietileno

(BARUD et al., 2011).

Para reduzir os custos de producdo dos PHA, sdo utilizadas fontes de carbono
alternativas no meio de fermentagdo, principalmente residuos agro-industriais, tais
como soro de leite, materiais lignocelulosicos e glicerina bruta residual obtida a partir
da producao de biodiesel (YU et al., 2006; NATH et al., 2008; KOLLER et al., 2008;
PANTAZAKI et al., 2009; BOSCO; CHIAMPO, 2010; MORALEJO-GARATE et al.,
2013; GARCIA et al., 2013).
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3.2 Goma Xantana

A goma xantana (GX) ¢ um biopolimero extracelular produzido por diversas
bactérias Gram-negativas do género Xanthomonas. Sua estrutura primdaria ¢ formada por
unidades pentassacaridicas, geralmente constituida por cadeias lineares composta de
duas unidades de glicose e ramificadas com duas unidades de manose e uma de acido
glicurdnico (PALANIRAJ; JAYARAMAN, 2011). Em 1969 o FDA (Food and Drug
Administration) aprovou seu uso na industria de alimentos, que passou a se constituir
em um produto com diferentes utilidades, tendo sua aplicagdo expandida para industria
farmacéutica, quimica e petroquimica (GARCIA-OCHOA et al., 2000;
FONTANIELLA et al., 2002).

Com base nos custos relativos do processo, a goma xantana produzida a partir de
glicose ou de sacarose ¢ ainda economicamente inviavel, mas o uso de substratos
oriundos de rejeitos agroindustriais tem sido uma alternativa para reduzir o custo final
deste biopolimero (SHAH; ASHTAPUTRE, 1999; GARCIA-OCHOA et al., 2000;
THOMPSON; HE, 2006; KOJIMA et al., 2007). Sao exemplos de residuos, extrato de
alfarroba (ROSEIRO et al., 1992), 4gua de lavagem de moinho de azeitona (LOPEZ;
RAMOS-CORMENZANA, 1996), residuos de citros (GREEN, 1994; BILANOVIC,
1994), acido citrico (JANA; GHOSH, 1995), soro de leite (YANG; SILVA, 1995;
KONICEK et al., 1993) glicerina residual do biodiesel e residuo liquido de sisal
(ASSIS et al., 2014).

3.2.1 Glicerina como substrato

A glicerina bruta ¢ um subproduto da indlstria do biodiesel, ¢ produzida a partir
da reagdo de transesterificagdo de um o6leo ou gordura com um alcool na presenca de
catalisadores. E um residuo gerado em grandes volumes na producio de biodiesel
(FELIZARDO, 2003; LEONETI et al., 2012). Para cada 100 kg de biodiesel produzido,
sdo gerados, em média, 10 kg de glicerina bruta (AYOUB; ABDULLAH, 2012). Esta
glicerina ¢ impura e o custo significativo de purificagdo impede a sua utilizacdo direta
na industria alimenticia e farmacéutica (CELIK et al., 2008). A glicerina bruta tem de
60-80% de pureza em comparagdo com sua forma purificada ou obtida por sintese

(HAZIMAH; SALMIAH, 2003).
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O emprego da glicerina como fonte alternativa de carbono em processos
fermentativos reduz os custos de produgdo de polimeros e de outras substancias de
interesse comercial, como 4cido succinico e 4cido propidnico (NEVOIGT, 1997;
WANG et al., 2001; ARRUDA et al., 2007; SILVA et al., 2009). Entre os desafios na
utilizacao deste subproduto em processos fermentativos, destaca-se a necessidade de
uma etapa de tratamento visando a remog¢ao de impurezas ¢ de sais como cloretos,
fosfatos ou sulfatos de sédio ou potdssio, os quais permanecem na fase do glicerol e

podem interferir no metabolismo microbiano (REHMAN et al., 2008; ITO et al., 2005).

4. Misturas de amido e poli (butileno adipato-co-tereftalato) (PBAT)

Filmes de amido apresentam baixa permeabilidade aos gases O, e CO,, e sao
utilizados em embalagens ativas na area de alimentos. Varios grupos de pesquisas
estudam as caracteristicas de filmes elaborados com amido termopléstico (TPS) e
resinas biodegraddveis, as mais estudadas sdo os filmes de amido associado com
polilactato (PLA), policaprolactona (PCL), polihidroxibutirato (PHB), poliesteramina e
poli(butileno adipato-co-tereftalato) (PBAT) (AVEROUS et al., 2001). Neste grupo,
destaca-se o PBAT, um polimero biodegradavel que apresenta propriedades mecanicas
similares aos filmes de polietileno (KHEMANI et al., 2003), sendo considerado um
copoliéster biodegradavel pelas agéncias Européia, Americana e Japonesa (BASF,
2009). Suas propriedades mecanicas sdo semelhantes as do polietileno (PE) e sua
combinacdo com biopolimeros, como o amido, pode resultar em filmes flexiveis com
custo mais baixo e propriedades mecanicas e de barreira adequadas para utilizagdo

como embalagem de alimentos.

As especificagdes do PBAT indicam que embalagens a base desse polimero siao
indicadas para acondicionar frutos e hortalicas “in natura”, ou minimamente
processadas, ja que a porosidade e a permeabilidade ao vapor de agua permitem que
esses alimentos continuem respirando. Estudos tém sido feitos com embalagens a base
de PBAT e amido em diferentes propor¢cdes comparadas com filmes de PBAT,
utilizando propionato de célcio [Ca (CH3CH,COOH),] como agente antimicrobiano € o
permanganato de potassio (KMnO4) como absorvedor de etileno. Os filmes foram
usados para embalar acerola, que foi conservada por aproximadamente 10 dias

(YAMASHITA et al., 2006).
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5. Uso de nanoparticulas em filmes poliméricos

Uma maneira atrativa de aumentar as performances mecanicas dos biopolimeros
consiste em adicionar nanoparticulas inorganicas (LU et al., 2004; MIYAGAWA et al.,
2005; LU; LAROCK, 2006) ou naturais (PETERSSON et al., 2007, JIANG et al.,
2008) para preparar diferentes nanocompdsitos de base bioldgica, obtendo assim
melhores propriedades fisico-mecanicas. Quando a matriz polimérica € o nanoreforgo
sao derivados de recursos renovaveis, o polimero ¢ denominado de nanobiocomposito.
Neste contexto, nanocristais de celulose (CNCs) ou nanowhiskers de celulose (CNWs)
sao excelentes candidatos para a melhoria das propriedades e aplicagdes dos polimeros

de base renovavel (HABIBI et al., 2010; HOLT et al., 2010 ; EICHHORN, 2011).

Além de nanoparticulas de reforco, cujo papel principal ¢ melhorar as
propriedades mecanica e de barreira do material de embalagem, existem varios tipos de
nanoestruturas responsaveis por outras fungdes, que conferem propriedades ativas ou
et 1 " . . .. . .
inteligentes" para o sistema de embalagem, tais como atividade antimicrobiana,

imobilizacdo de enzimas, biosensoriamento e outros (DE AZEREDO, 2009).

5.1 Nanocelulose

Os nanocristais de celulose sdo os dominios cristalinos de fontes celulosicas,
obtidos através do processo de hidrolise acida, possuindo caracteristicas de elevada
rigidez, alta cristalinidade e tamanho nanométrico. Essas nanoparticulas tém sido
incorporadas e avaliadas como material de refor¢o em matrizes poliméricas, devido ao
seu potencial para melhorar as propriedades mecanicas, de barreira, térmicas, Opticas e
dielétricas, e quando incorporadas em matrizes obtidas de fontes renovaveis, resultam
na formacdo de nanobiocompdsitos totalmente biodegradaveis (FUKUMOTO;

MAZZA, 2000; LOULI et al., 2004).

A dispersao e a incorporagao dos nanocristais de celulose de diferentes fontes
em filmes de amido tém sido amplamente relatadas na literatura (LU et al., 2006;
MATHEW et al., 2008; GARCIA et al., 2011; MACHADO et al., 2012; DA SILVA et
al., 2012), por exemplo, nanocelulose da fibra de coco verde (MACHADO et al., 2014),
nanocelulose de milho (COSTA et al., 2015), nanocristais de celulose de eucalipto (DA
SILVA et al., 2012), nanocristais de celulose de licuri (COSTA et al., 2014) (Figura 1),

obtendo-se assim, nanobiocompoésitos com propriedades melhoradas.
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FIGURA 1- Micrografias de nanowhisker de coco verde (A), nanowhisker de milho (B), nanowhisker de
eucalipto (C) e nanowhisker de licuri (D) obtidas por microscopia..

Fonte: [A] Machae cols. (2014); [] osta cols. 2015; [C] Da Silva e cols. (2012); [D] Costa e cdls

2014.

Nanobiocompositos utilizando nanowhiskers para reforgar biopolimeros
hidrossoltiveis como amido, acetato de celulose, acido polilactico e proteina de soja
também sdo descritos na literatura (HELBERT et al., 1996; MATHEW; DUFRESNE,
2002; WANG et al., 2000).

6. Migracio de particulas

Os nanocompositos possuem grande potencial para aplicacdo no setor de
embalagens de alimentos, pois sdo materiais inovadores que apresentam propriedades
funcionais interessantes para promover a prote¢do e seguranca dos alimentos.
Entretanto, ainda existem importantes consideragdes a respeito da seguranca
toxicoldgica quanto ao seu uso em embalagens que entram em contato com os alimentos

(RHIM et al., 2013).

A migragdo de elementos das embalagens para os alimentos pode ocorrer em
funcdo da dimensdo das particulas, principalmente pelo desgaste dos
bionanocompositos em funcdo do tempo. Poucos estudos t€ém sido realizados para
avaliar o risco associado a presenga destas particulas extremamente pequenas, sendo
que muitas delas s3o biologicamente ativas no organismo humano ou no ambiente onde

sdo liberadas (REIJNDERS, 2006; LI; HUANG, 2008; RESTUCCIA et al., 2010).

Rhim e colaboradores (2013) consideram que esta migragdo pode realmente
ocorrer, pois uma vez presentes em embalagens, as nanoparticulas podem
eventualmente migrar para o alimento. Portanto, ¢ importante verificar em que extensao

esta migracdo ocorre, e preveni-la. Além da ingestdo, a exposi¢do também pode ocorrer
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por contato dérmico e inalacdo. Além do mais, € preciso considerar que as

nanoparticulas liberadas no ambiente podem contaminar a cadeia alimentar.

Alguns estudos recentes tém mostrado que ha razdes para suspeitar que as
nanoparticulas exibem efeitos toxicolégicos sobre os sistemas biologicos
(OBERDORSTER et al.,, 2007, DONALDSON; SEATON, 2007). Crescentes
evidéncias cientificas indicam que nanoparticulas podem atravessar as barreiras

celulares e causar dano oxidativo e reagdes inflamatorias (SILVESTRE et al., 2011).

Devido as propriedades fisico-quimicas especificas e alta reatividade dos
nanomateriais, estes podem influenciar os processos celulares basicos. A depender das
suas caracteristicas, os nanomateriais podem conduzir a um ou mais parametros de
toxicidade, o que resulta na disfun¢do dos processos celulares béasicos. Estudos in vitro
tém sido empregados para avaliar os potenciais efeitos adversos dos nanomateriais a
saude humana, destacando sua capacidade de induzir estresse oxidativo celular, liberar
ions toxicos, afetar a atividade de transporte de elétrons/ions através da membrana
celular, causar dano oxidativo e peroxidacao lipidica, enquanto os resultados de estudos
in vivo mostraram que estes materiais podem induzir efeitos adversos sobre os sistemas
respiratorio, cardiovascular e sistema nervoso (LANDSIEDEL et al., 2012; NIOSH,
2012).

A via patogénica mais relevante associada aos danos teciduais, em funcdo da
exposicdo a nanomateriais € representada pela formagdo de espécies reativas ao
oxigénio (ROS) nas células (DONALDSON et al., 2009). Estes elementos oxidativos
podem modular a concentracao intracelular de calcio, ativar os fatores de transcrigdo e
induzir a produgdo de citocinas (BROWN et al., 2004). Outros pontos comuns de
toxicidade envolvem citotoxicidade, genotoxicidade e a estimulagdo de resposta

inflamatoéria e/ou imune (CHEN et al., 2007).

A questdo da seguranca e qualidade alimentar ¢ uma preocupagao central para
empresas produtoras de embalagens, especialmente para industrias de alimentos. Estas
devem encontrar solugdes que garantam a boa conservagdo de alimentos de acordo com
as expectativas dos consumidores. As autoridades internacionais tém procurado
enquadrar o risco através de regulamentos. O mais recente regulamento Europeu sobre
materiais plasticos e multicamada (EC 10/2011) é mais rigoroso do que o anterior, diz
respeito a sistemas reativos, em que os potenciais migrantes nao sdo as substancias que

foram introduzidas na fabricagdo, mas os produtos de reacao destas substancias com o
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meio ambiente ou com cada uma das proprias substancias, denominados de sub-
produtos. O novo regulamento exige que a nogao do risco gerado por uma substancia
diga respeito a propria substancia, as suas impurezas e qualquer reagdo ou produtos de
degradagcdo que sdo previsiveis no contexto da sua utilizagdo. Esta informacdo ¢
totalmente pertinente na medida em que os riscos potenciais para a saude publica

possam resultar da migrag¢do destas substincias (RIQUET et al., 2016).

7. Ensaios de citotoxicidade in vitro

Sabe-se que linhagens celulares quando mantidas em cultura dividem-se e
multiplicam-se continuamente. A base dos ensaios de citotoxicidade esta exatamente na
avaliacdo da interferéncia induzida por agentes toxicos sobre 0s processos metabolicos
celulares e na investigacdo a respeito da maneira em que esses processos podem
interferir no crescimento ou multiplicagdo celular, ou at¢é mesmo provocar a morte
celular, reduzindo, assim o nimero de células viaveis em comparacdo com culturas
controles nao tratadas. Estes ensaios tendem a simplificar os eventos quantificados,
contudo, por serem métodos simples, de baixo custo e reprodutiveis, sdo extensamente

empregados em processos de triagem (FRESHNEY, 1994).

Bioensaios in vitro para pré-avaliar a resposta humana sdao de grande
importancia na avaliacdo da citotoxicidade dos mais variados compostos, incluindo
irritantes dérmicos (LEE et al., 2000, ROGERO et al., 2003), hidrocarbonetos ¢
combustiveis (CHOU et al., 2003) e compostos naturais (SCHMIDT et al., 2009; 2010;
2011). Particularmente no caso da avaliagdo da toxicidade basal de materiais de uso
médico-farmacéutico, sua aplicagdo ja estd bem fundamentada, uma vez que estas
técnicas tiveram origem na década de 60 com a finalidade de avaliar a inocuidade de
plésticos utilizados em embalagens farmacéuticas (WILSNACK, 1976; GAD, 2000). A
ASTM a ISO as Farmacopeias Americana (USP, 2015) e Brasileira (BRASIL, 2010)
preconizam metodologias in vitro para avaliagdo preliminar da reatividade biologica
destes materiais poliméricos de uso hospitalar e farmacéutico, utilizando células
fibroblasticas para mimetizar os tecidos conjuntivos que normalmente entram em
contato com estes materiais. Estas metodologias alternativas in vitro foram amplamente
avaliadas e atualmente também sdo reconhecidas por 6rgdos internacionais como a
Central de Interagéncias para a Avaliacdo de Métodos Toxicologicos Alternativos (NTP

Interagency Center for the Evaluation of Alternative Toxicological Methods -
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NICEATM) e o Comité Coordenador Interagéncias para a Validagao de Métodos
Alternativos (Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternative

Methods - ICCVAM) (NICEATM-ICCVAM, 2012).

Os ensaios de biorreatividade por difusdo e, por contato direto, sdo uteis na
avaliacdo da citotoxicidade potencial de novos materiais ¢ formulagdes para uso
médico. Estes bioensaios também fazem parte de programas de controle de qualidade de
componentes e materiais de uso médico-hospitalar a base de polimeros. Dentro da
mesma linha de métodos alternativos, as técnicas para avaliagdo da biocompatibilidade
de materiais plasticos, elastomeros e polimeros empregados na fabricagdo de produtos
farmacéuticos, dispositivos de uso médico-hospitalar e correlatos, que venham a entrar
em contato direto ou indireto com o paciente, também evoluiram no sentido de reduzir
e/ou eliminar o uso de animais. Os polimeros de cloreto de polivinila (PVC) contendo
aditivos e plastificantes (ex. dietilftalato), os elastdmeros naturais como o latex
contendo antioxidantes € compostos a base de enxofre além de outros componentes
quimicos que sdo utilizados para sua vulcanizacdo, sdo alguns exemplos de compostos
que, reconhecidamente podem causar efeitos adversos que vao desde uma simples
alergia até um processo inflamatério severo dependendo das condigdes do paciente e da

forma como sdo utilizados (VIDAL et al., 2009).

O uso dos métodos que definem a citotoxicidade basal, ou seja, que identificam
a habilidade de um componente em causar morte celular como consequéncia de danos
na funcao basica da célula, apresenta boa correlagdo com a toxicidade aguda em animais
e no homem (EISENBRAND et al., 2002). Os testes de biocompatibilidade in vitro
foram desenvolvidos para simular e prever as reagdes bioldgicas aos materiais quando
em contato com os tecidos humanos. Estes ensaios determinam a citotoxicidade por
meio da observagdo de um evento terminal, por exemplo, a permeabilidade das
membranas citoplasmaticas de células a corantes, ou por meio da leitura de algum
parametro metabolico como proliferagdo celular ou reagdes enzimaticas (HANKS et al.,

1996).

O ensaio de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-i1]-2,5-difeniltetrazdlio)
também ¢ uma técnica bioldgica para avaliar a citotoxicidade basal de substancias em
solugdo, e baseia-se na reducdo celular do sal de tetrazolio pelas células vidveis. A
quantificacdo da redugdo de MTT constitui um método colorimétrico simples para

avaliar viabilidade celular ap6s a exposicdo das células aos agentes toxicos. Apos



33

redu¢do do MTT pelas desidrogenases das células que permaneceram viaveis, ocorre a
producao dos cristais de formazan de cor violeta , que ao serem dissolvidos absorvem
na regido do visivel, podendo desta forma ser quantificados por espectrofotometria

(MOSMAN, 1983).

8. Cultivo Celular

A proliferagdo in vitro difere da que ocorre in vivo. A adesdo célula-célula e
célula-matriz ¢ reduzida e ndo possui as caracteristicas de heterogeneidade e arquitetura
tridimensional de um tecido in vivo, uma vez que seu meio nutricional € hormonal esta
modificado. Uma cultura primdria ¢ estabelecida a partir do crescimento de células
oriundas de um fragmento de tecido obtido por desagrega¢do mecanica ou enzimatica,
essas células possuem as caracteristicas do tecido de origem, podem crescer em cultura
por um determinado periodo de tempo. Essa forma de cultivo ¢ a mais utilizada para
estudar o comportamento de determinada célula in vitro devido a suas caracteristicas
genotipicas e fenotipicas. A medida que a cultura ¢é repicada, as células com uma maior
capacidade de prolifera¢do irdo predominar na garrafa de cultivo em detrimento das
células que ndo se adaptaram bem ao cultivo, ao passo que essas cé€lulas que
permanecem viaveis ainda mantém as caracteristicas do tecido de origem, porém
possuem alta proliferagdo. Esse tipo de célula é chamado linhagem celular continua ou
imortalizada, e ¢ muito utilizada em pesquisa, pois pode ser mantida em cultura por um
grande periodo de tempo. As células cultivadas podem ser aderentes ou ndao aderentes, o
que significa dizer que algumas células poderao se ligar ao fundo da garrafa de cultura
enquanto outras ficardo em suspensdo no meio. As células aderentes sdo oriundas de
tecidos rigidos e, por isso, sdo dependentes de ancoragem, ou seja, necessitam de adesdo
a uma superficie de contato para que possam iniciar a sua proliferagdo. As células nao
aderentes podem ser cultivadas em suspensao no meio e sdo derivadas de tecidos que

ndo necessitam de ancoragem para proliferar e sobreviver (MOLINARO, 2010).

9. Linhagens celulares
9.1 Células de adenocarcinoma do epitélio colorretal humano (Caco-2)

Na busca por métodos alternativos que diminuam a quantidade de animais de

laboratorio, o uso de sistemas in vitro baseados em linhagens celulares que mimetizam
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os mais variados tecidos humanos, como por exemplo, o epitélio gastrointestinal por
meio do uso da linhagem Caco-2 (Figura 2), vem sendo cada vez mais empregados

(GAN; THAKKER, 1996).

A linhagem celular Caco-2 ¢ wuma célula imortalizada oriunda de
adenocarcinoma do epitélio colorretal humano. Embora derivada de carcinoma de
colon, quando cultivada sob condic¢des especificas torna-se diferenciada e polarizada de
tal maneira que seu fenotipo, morfologico e funcional, assemelha-se aos enterocitos que
revestem o intestino delgado (HIDALO et al., 1989; PINTO et al., 1983; WALGREN,
1998). Ao crescerem por aderéncia, expressam as jungdes, microvilosidades e um
nimero de enzimas e transportadores que sdo caracteristicos dos enterocitos, como por
exemplo, peptidases, esterases, p-glicoproteina, os transportadores de captacdo para os
aminoacidos ¢ os acidos biliares. Por este motivo sdo amplamente utilizadas como um
modelo in vitro que mimetiza a mucosa intestinal humana em estudos de absor¢do
gastrointestinal de farmacos orais, sendo bastante relevante no processo de
desenvolvimento de formulag¢des farmacéuticas (GAN; THAKKER, 1996; BALIMANE
et al., 2006).

O modelo do adenocarcinoma de c6lon humano (Caco-2) também ¢ amplamente
utilizado para testes de permeagdo, sendo aceito pela Food and Drug Administration
(FDA) para determinar o grau de permeabilidade de um farmaco e predizer sua
absorcdo in vivo através da medicdo de um coeficiente de permeabilidade aparente in

vitro (FERREC et al., 2001; CASTILLO et al., 2006).

FIGURA 2- Células Caco-2 (A) 100um e monocamada celular de células Caco-2 (B) com aumento de
100 vezes em microscopio o6tico.

Designation:  Caco-2

High Density Scale Bar = 100ym

Low Density Scale Bar = 100pm

Fonte: (A) http://www.atcc.org/products/all/HTB-37.aspx em 29/02/2016; (B) fonte: proprio autor.
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9.2 Células do tecido conjuntivo subcutineo de camundongo (1.929)

As células L929 (Figura 3) s3o uma linhagem de fibroblastos recomendada para
testes de citotoxicidade (SERRANO et al.,, 2004). O subclone L929 da linhagem
parental L, foi estabelecido por W. R. Earle no ano de 1940, sendo uma das primeiras
linhagens celulares a serem estabelecidas em cultura continua. A linhagem L ¢ derivada
do tecido conjuntivo subcutaneo, areolar e adiposo de um camundongo macho C3H/An

de 100 dias de idade (ATCC, 1994).

Os fibroblastos sdo as células predominantemente encontradas em tecidos
conectivos perdidos ou danificados, € sdo importantes nos mecanismos de reparagao
tecidual e na fase de remodelamento dos tecidos (PAN et al., 2006). Estas células sdo
fundamentais para a producdo de muitos componentes essenciais do tecido conectivo,
como os componentes de matriz extracelular e, no tecido fibroso produzem o colageno

(RAE, 1981; BAXTER et al., 2002).

A linhagem 1929 tem um longo histérico de uso em ensaios de citotoxicidade
por ser uma linhagem bem estabelecida e caracterizada, além de apresentar resultados
reprodutiveis em estudos interlaboratoriais (ASTM, 2006). A utilizacdo das células
L929 para o estudo da reatividade biologica de plasticos e de outros materiais
poliméricos de aplicacdo farmacéutica e médico-hospitalar teve inicio na década de 60
na investigacdo da citotoxicidade de metais, plasticos e outros polimeros de uso
odontologico. Sua popularidade foi de tal propor¢do, que passou a ser a linhagem
celular de primeira escolha nos protocolos para avaliacao da reatividade celular in vitro
da Sociedade Americana de Ensaios e Materiais (ASTM) e da Organizagdo
Internacional para Padronizagdo (ISO) além de outros Institutos Internacionais que

atuam nesta area (HANKS et al., 1996).
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FIGURA 3- Células NCTC L929 (A) 100um e monocamada celular de L929 com aumento de 100 vezes
em microscopio otico (B).

Designation:  NCTC clone 929

Low Density

Fonte: (A) http://www.atcc.org/products/all/HTB-37.aspx em 01/03/2016. (B) proprio autor.

High Density

9.3 Células de cornea de coelho (SIRC)

A linhagem celular derivada de cornea de coelho (SIRC) tem sido uma das
cé¢lulas mais amplamente utilizadas por muitos pesquisadores em varios estudos
imunologicos e toxicologicos, além de outros que envolvem a fisiologia da cérnea
(Figura 4). Esta linhagem tem sido extensivamente usada para se predizer a irritagdo
ocular, e vem demonstrando uma excelente correlagdo entre os efeitos in vivo ¢ in vitro
(HUTAK et al., 2003). Além de sua origem oftalmica, as vantagens desta linhagem
celular estdo em sua disponibilidade comercial e facilidade de cultivo (ROGUET et al.,
1992).

FIGURA 4- Monocamada celular de células SIRC observadas em microscopio 6tico com aumento de
100 vezes.

Fonte: proprio autor
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BIOENSAIOS PARA AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DE
EMBALAGENS ALIMENTICIAS E COMPONENTES UTILIZADOS EM SUA
PRODUCAO

RESUMO

No sentido convencional, as embalagens sdo utilizadas para estender o prazo de
armazenamento dos produtos embalados conferindo protecdo mecanica, quimica e
biologica. Para satisfazer consumidores cada vez mais exigentes e, devido aos
problemas ambientais acarretados pelo descarte de embalagens tradicionais produzidas
a partir de derivados de petroleo, tém sido desenvolvidos materiais inovadores, como 0s
filmes flexiveis biodegradaveis e ativos que, além da protegdo, possibilitam a interagdo
com o produto embalado, trazendo beneficios extras. Entretanto, ainda sdo escassos os
dados a respeito da seguranca toxicologica destes materiais, especialmente se
constituidos de bionanocompdsitos, cuja taxa de migracdo das nanoparticulas da
embalagem para o alimento permanece muito pouco conhecida. O objetivo deste
trabalho consiste em implementar as metodologias para avaliagdo da biorreatividade in
vitro de materiais poliméricos de uso médico-hospitalar descritas em protocolos
internacionais e nas Farmacopeias, e adapta-las a linhagem Caco-2, com a finalidade de
avaliar a citotoxicidade de embalagens de uso alimenticio € componentes utilizados em
sua producdo. Linhagens de fibroblastos (L929 e SIRC) também foram utilizadas para
comparagdo dos resultados. Os ensaios por contato direto e por difusdo em agar (contato
indireto) foram realizados em placas de 60 mm contendo uma suspensdo de 1,0x10°
células.mL™". As amostras de matrizes poliméricas biodegradaveis (PBAT, PHA, acetato
celulose, entre outras) e convencionais (PEBD, PEAD, PP, PPBM), embalagens
comerciais, aditivos (nanoparticulas de celulose e amido), filmes bionanocompositos,
entre outras, foram incubadas durante 24 h e sua reatividade foi determinada a partir da
visualizag¢do direta do efeito proporcionado sobre as células. Os testes de contato direto
com as células Caco-2 resultaram em 40% das amostras com algum grau de reatividade,
destas, 15% foram classificadas como suave a moderada. Quando submetidas ao teste
de difusdo em agar, 20% das amostras revelaram algum grau de citotoxicidade, sendo
que 5% destas respostas foram classificadas entre suave a moderada. Com as células
L929 os resultados obtidos foram muito semelhantes, o que demonstra a adequagdo e a
sensibilidade das células Caco-2 ao bioensaio. O ensaio de MTT, adaptado para as
células Caco-2, revelou que a maioria das amostras ndo causou dano celular nas
condi¢gdes avaliadas, apenas 2 amostras de glicerina residual de biodiesel, utilizadas
como substrato alternativo no processo fermentativo para producdo de biopolimeros,
apresentaram citotoxicidade em concentragdes superiores a 12,5% (v/v). A adaptagdo
das técnicas comumente utilizadas na avaliagdo da citotoxicidade de materiais
poliméricos de uso médico-hospitalar mostrou-se bastante promissora quando aplicada
em amostras de embalagens de alimentos e polimeros convencionais ou biodegradaveis,
assim como, nos componentes empregados na sua fabricacdo. De forma andloga a
qualquer ensaio in vitro para estudo da toxicidade, a correlacdo da resposta obtida com
os provaveis efeitos no organismo humano depende da avaliagdo conjunta com outras
técnicas apropriadas, uma vez que estes bioensaios, apesar de apresentarem grande
sensibilidade, sdo considerados como ensaios preliminares na avaliagdo da
citotoxicidade.

Palavras chave: Embalagens. Seguranca alimentar. Citotoxicidade. Biopolimeros.
Céluas Caco-2. Biorreatividade.
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ABSTRACT

In the conventional way, the packaging is used to extend the storage time of packaged
products, providing chemical, biological and mechanical protection. In an attempt to
meet ever more customers demanding, and because of the environmental problems
created by the use of conventional packaging based petroleum derivatives, innovative
materials have been developed, such as active and biodegradable flexible films that are
able to promote the protection and interaction with the packaged product. However, it is
still necessary to obtain more data about the toxicological safety of these materials,
especially if they are made of bionanocomposites, whose rate of migration of the
nanoparticles from packaging to food is still very unclear. The main of this work was to
implement, adapt and test Pharmacopeial in vitro methodologies used to evaluate the
biological reactivity of plastics and elastomers from medical devices or for
pharmaceutical purposes, in order to assess the cytotoxicity of packaging and
biodegradable or conventional films, as well as, alternative polymeric materials and
other components used in the manufacturing process of films intended for food use. It
was used the Caco-2 cell line, a specific strain of intestinal epithelial cells. The
biological reactivity, in the contact tests, was also evaluated in L.929 fibroblast strain.
Samples were incubated for 24 hours and their reactivity was determined by direct
visualization of the effect on the cell monolayer fixed in 60 mm plates. After 24 h
incubation, the bioreactivity was measured by visual inspection of the cells around the
sample. The results obtained by direct contact test in the Caco-2 cells showed a total of
40% of the samples with some toxic effect, being 15% of them classified as mild to
moderate reactivity. When subjected to the agar diffusion test, 20% of the samples
showed some degree of cytotoxicity, being 5% of them with mild to moderate
reactivity. When tested in L929 cells, the results were very similar, confirming the
suitability and sensitivity of Caco-2 cells for this bioassay. The tetrazolium blue
reduction assay (MTT), also adapted to Caco-2 cells, revealed that the majority of the
samples did not cause cell damage, only 2 samples of residual glycerin from biodiesel,
used as alternative substrate in the fermentation process for biopolymers production,
showed cytotoxicity when tested at concentrations higher than 12,5% (v/v). The
adjustment of the techniques commonly used to evaluate the cytotoxicity of polymeric
materials of medical devices showed to be very promising for test the cytotoxicity food
packaging and conventional or biodegradable polymers, as well as the components used
on packaging manufacture. Similarly to any in vitro assay used to study the basal
toxicity, the correlation of the biological response observed and the real effect in the
human body depends of the evaluation together other appropriate techniques, since such
bioassays, despite having great sensitivity, are considered as preliminary trials in
assessing cytotoxicity.

Key words: Food packaging. Food safety. Cytotoxicity. Biopolymers. Caco-2 cells.
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1 INTRODUCAO

A principal fun¢do da embalagem em um alimento ¢ a protecdo contra fatores
externos, como luz, oxigénio, umidade, microrganismos, estresse mecanico ¢ demais
contaminantes. Outras func¢des essenciais dizem respeito a apresentacdo das
informagdes sobre o produto, atratividade ao consumidor e transporte. Fatores como
custo razoavel, viabilidade técnica, adequagdo para contato com alimentos,
possibilidade de reciclagem ou reutilizacdo e baixo impacto ambiental também sao

desejaveis (AHVENAINEN, 2003; THARANATHAN, 2003).

As embalagens constituidas de materiais pldsticos convencionais como
polietileno (PE), polipropileno (PP) e de policloreto de vinila (PVC), apesar de
possuirem excelentes propriedades mecanicas e de barreira sdo consideradas nao-
biodegradaveis, pois sdo inertes a acdo microbiana e necessitam de um longo tempo

para se decompor na natureza (SHAH et al., 2015).

Muitos conceitos novos nas embalagens de alimentos foram introduzidos para
melhorar a seguranca alimentar e satisfazer as exigéncias dos consumidores, com
destaque para a incorporacao de antioxidantes, aromas, agentes antimicrobianos e outros
aditivos aos filmes, assim como o desenvolvimento de embalagens capazes de interagir
com o produto ¢ o desenvolvimento de embalagens biodegradaveis a partir de fontes
renovaveis, tais como o amido ou polimeros de origem microbiana (KESTER;
FENNEMA, 1986; MULLER et al., 2009; SOUZA et al., 2013). Tais fatores tém
impulsionado o desenvolvimento de novas embalagens e matérias-primas para a sua

elaboracao (AHVENAINEN, 2003; COLES, 2003).

A nanotecnologia tem aberto novos caminhos de pesquisa e desenvolvimento
em varios dominios, sua aplicagdo em alimentos e agricultura desempenha um papel
importante na melhoria da produgdo, processamento, armazenamento, transporte,
rastreabilidade e seguranca dos alimentos (CHAUNDRY et al., 2008; AESAN, 2010).
Os nanomateriais t€ém demonstrado possuir caracteristicas inovadoras que podem ser
aplicadas no desenvolvimento de novas embalagens com melhores qualidades,
principalmente em relagdo as propriedades de barreira (PEREIRA DE ABREU et al.,
2007; SILVESTRE et al., 2011).
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Ao mesmo tempo em que estas inovagoes representam uma forte tendéncia nesta
area, destaca-se a preocupagao com a seguranca no uso de tamanha gama de substancias
incorporadas as embalagens, uma vez que estudos sobre a migragdo das nanoparticulas
e outros componentes da embalagem para o alimento ainda sdo escassos (AVELLA,
2005; CHAUNDRY et al., 2008; SIMON, 2008, RHIM et al., 2013). Ao passo que mais
e mais produtos de consumo contendo nanomateriais estejam disponiveis no mercado, a
exposi¢do da populagdo em geral ird inevitavelmente aumentar, elevando a preocupagdo
sobre o potencial de toxicidade e o impacto ambiental dessas particulas. Sendo assim,
uma vez que ainda ha uma falta de conhecimento sobre os riscos para a saude humana e
para a seguranca ambiental representada pelo desenvolvimento em expansdo e uso
destes materiais, parece haver uma necessidade urgente para reunir mais informagdes

sobre o assunto (MARTIROSYAN; SCHNEIDER, 2014).

Bioensaios in vitro para prever a resposta humana tém sido muito utilizados na
avalia¢do da citotoxicidade das mais variadas substancias. Sua aplicacdo no estudo da
toxicidade de materiais poliméricos de uso farmacéutico ja estd bem fundamentada, uma
vez que estas técnicas tiveram origem na década de 60, com a preocupacgdo de avaliar a
inocuidade de plasticos destinados ao uso farmacéutico ou de materiais médico-

hospitalares como sondas e cateteres (WILSNACK, 1976; GAD, 2000).

Institutos Internacionais como a Sociedade Americana de Ensaios e Materiais
(ASTM) e a Organizagao Internacional para Padronizagdao (ISO) ja disponibilizam
normas padronizadas para ensaios de citotoxicidade de materiais poliméricos para uso
médico-hospitalar, odontologico e farmacéutico (ISO, 2007; 2009; ASTM, 2006; 2007).
As Farmacopeias Americana (USP, 2015) e Brasileira (BRASIL, 2010) também
preconizam metodologias in vitro para avaliacdo preliminar da reatividade biologica

destes materiais em células fibroblasticas.

Neste contexto, o objetivo deste trabalho consistiu em implementar as
metodologias para avaliagdo da biorreatividade in vifro de materiais poliméricos de uso
médico-hospitalar descritas em protocolos internacionais e nas Farmacopeias, ¢ adapta-
las a linhagem Caco-2, com a finalidade de avaliar a citotoxicidade de embalagens de

uso alimenticio e componentes utilizados em sua produgao.
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2 MATERIAIS E METODOS

A implementagdo dos ensaios seguiu as especificagdes estabelecidas nos
protocolos da ASTM, ISO e nas Farmacopeias para ensaios de biorreatividade de
materiais poliméricos de uso médico-hospitalar, odontoldgico e farmacéutico (ASTM,
2006; 2007; ISO, 2007; 2009; BRASIL, 2010; USP, 2015), avaliando-se a necessidade
de alteragdes para a adequacdo das metodologias as amostras de embalagens
alimenticias e produtos usados na sua producgdo. Todos os ensaios também seguiram as
normas de Boas Praticas de Laboratorio e as normas de biosseguranca para manipulacao

de células.
2.1 Amostras

As amostras listadas no quadro abaixo sdo oriundas de pesquisas realizadas no
Laboratério de Andlises Aplicadas e de Biomateriais (LAPBIM) da Universidade
Federal da Bahia. As demais embalagens convencionais de uso alimenticio foram

adquiridas em estabelecimentos comerciais.

QUADRO 1 - Amostras de filmes e embalagens de uso alimenticio, bem como componentes utilizados
na sua produgao.

AMOSTRAS

Filmes Biodegradaveis Aditivo
e Nanoparticulas de amido de mandioca

e Filme polibutileno adipato co-tereftalato (PBAT) Biopolimeros
e Filme PBAT + nanoparticulas de amido (PBAT + amido) e Goma xantana (GX)
e Filme de amido + nanoparticulas de amido; e Polihidroxialcanoatos (PHAs)

o Filme de acetato de celulose com anilina e baunilha

Glicerina do biodiesel (substrato)
e Glicerina UFBA (GU)
e Glicerina Petrobras (GP)
e Glicerina Comanche (GC)

o Filme de acetato de celulose com acetona
e Filme para embutidos carneos

Filmes Convencionais Nanowhiskers
e Filme de polietileno de baixa densidade (PEBD) e eucalipto (MACHADO et al., 2014)
e Filme de polietileno de alta densidade (PEAD) e licuri (COSTA et al., 2014)

e Filme de polipropileno (PP) milho (COSTA et al., 2015)
o Filme de polipropileno biorientado metalizado (PPBM) e coco (DA SILVA et al., 2012)

Embalagens Convencionais

e Embalagem de paté e Embalagem de queijo
e Embalagem de doce de amendoim e Embalagem metalica (leite em pd)
o Embalagem metilica (leite condensado) e Revestimento de caixa de suco

o Revestimento de caixa de leite

Fonte: préprio autor
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2.2 Materiais e equipamentos

Plasticos descartaveis estéreis e apirogénicos com superficie tratada para adesao
celular [placas de petri 10x60 mm; placas de 96 cavidades com fundo chato; garrafas
para cultivo celular (Kasvi®)]; vermelho neutro (Sigma®), 4gar bacteriologico
(Himedia®), tubos de Falcon (Kasvi'); cabine de seguranca biologica classe II-B
(Veco®), ultra-freezer (AmericanLab"), estufas de cultura bacteriologica (Nova Etica®),
refrigerador e freezer, autoclave (Phoenix"), banho termostatizado (Fanem"), vortex
(Phoenix®) estufa incubadora de CO, (Panasonic®), microscopio invertido campo claro
e contraste de fase (TCM 400%), leitora espectrofotométrica de microplacas (EZ Reader

400%), micropipetadores (Kasvi®).
2.3 Linhagens celulares

As linhagens de células Caco-2 (NIH — CCIAL 063, epitélio intestinal), SIRC
(ATCC CCL-60, fibroblasto de cornea de coelho) e NCTC L929 (ATCC CCL-1 —
CCIAL 020, fibroblasto de camundongo) foram obtidas do Instituto Adolfo Lutz (Sao
Paulo, BR) ¢ mantidas em meio Essencial Minimo - MEM (Sigma®) com soro fetal
bovino 10% (Vitrocell Embriolife), contendo penicilina 100 ULmL™ e estreptomicina
0,1 mg.mL" (Sigma®). Todas as incubacdes foram a 37 °C, 5,0% de CO, e 95% de

umidade relativa (UR) em estufa de CO, para cultivo celular (Panasonic, Japao).
2.4 Preparo das amostras para ensaio de MTT

As solugdes estoque das amostras liquidas ou em suspensdo, contendo 10.000
pug.mL™, foram preparadas a partir de 10 mg da amostra em meio MEM. A partir das
solucdes concentradas, foram efetuadas dilui¢des seriadas no mesmo meio para obter as

solugdes de trabalho.

2.5 Preparo das amostras e controles para os testes de difusdo em agar e contato

direto

Os filmes e demais amostras solidas, analisadas por meio dos ensaios de difusao
em agar e por contato direto, foram preparadas a partir de por¢des planas, com tamanho
aproximado de 0,25 cm” para aplicagdo direta sobre as placas. Como controle positivo,
utilizou-se fragmentos de latex natural (0,25 cm?) e como controle negativo utilizou-se
polimero de alta densidade atoxico (ISO 2007; 2009). As amostras e controles, em

o~ ’ . . . R
condig¢do asséptica, foram manuseados em cabine de fluxo laminar de ar (Veco").
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2.6 Manutencio e preparo das células para os ensaios

As linhagens de células, de crescimento aderente, foram mantidas em frascos de
75 ¢cm?, contendo 15 ml de Meio Essencial Minimo (MEM) suplementado com soro
fetal bovino (SFB) 10% (v/v). As células foram incubadas a 37 °C, em atmosfera com
95% de UR e 5,0% de CO,. O meio foi substituido a cada 2 a 3 dias durante a fase de
manutengao e crescimento. Entre 24 e 48 h antes dos experimentos, a monocamada com
80 a 90% de confluéncia, foi removida da garrafa com auxilio de tripsina/EDTA. A
reacdo foi finalizada com 5 mL de meio MEM e a suspensdo resultante foi transferida
para tubo estéril e centrifugada a 1100 rpm durante 5 min. Apds remog¢dao do
sobrenadante, as células foram ressuspensas com meio MEM para obter suspensao
contendo 1,0x10° células.mL™. Apos transferéncia dos volumes para as placas, estas
foram incubadas a 37 °C, 95% UR e 5,0% de CO, durante 24 h para fixacdo celular ¢

crescimento até atingir confluéncia de 90% necessaria para inicio dos experimentos.

2.7 Ensaios de biorreatividade por difusdo em agar e contato direto
2.7.1 Implementac¢do e adequagao dos ensaios

Os testes iniciais seguiram os procedimentos descritos nos protocolos de ensaios
in vitro para avaliagdo da citotoxicidade de materiais poliméricos de uso médico-
hospitalar, odontoldgico e farmacéutico que utilizam células de tecido conjuntivo do
tipo fibroblasto (ASTM, 2006; 2007; ISO, 2007; 2009; BRASIL, 2010; USP, 2015). A
adequacdo das técnicas para as 3 linhagens celulares (Caco-2, SIRC e 1.929) foi
executada utilizando somente o controle positivo (latex natural) e negativo (polimero de
alta densidade), cuja intencdo foi estabelecer e padronizar o tamanho das placas, o
volume e a concentracdo celular, o tempo de incubagdo para confluéncia celular,
concentragdo e volume de agar para o ensaio de difusdo, o volume de meio no ensaio de
contato direto e a utilizagdo ou nao de corante vermelho neutro. Todos os

procedimentos foram realizados de forma asséptica e sob fluxo laminar de ar.
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2.7.2 Realizacao dos ensaios
2.7.2.1 Difusdo em agar

Apo6s padronizados, os testes por difusdo em agar foram realizados a partir da
adicdo de 4 mL da suspensdo celular contendo 1,0x10° células.mL" em placas de 60
mm de didmetro, seguido de incubagdo a 37 °C, 5,0% CO,, 95% de UR para fixagdo e
crescimento celular até atingir 80 a 90% de confluéncia (24 h). Apo6s a remog¢ao do meio
sobrenadante foi adicionado 1,5 mL de meio MEM a 40-45 °C contendo 4gar na
concentragdo final de 0,5% (p/v), para obter uma fina e homogénea camada sobre as
células. Apos a solidificagdo, as amostras e os controles foram cuidadosamente
colocados sobre o agar e as placas foram incubadas a 37 °C, 5,0% CO,, 24 h. Os testes
das amostras e controles foram feitos em duplicata. Todas as placas tiveram seu
crescimento celular examinado em microscopio invertido antes e apos a incubagdo. A

reatividade bioldgica foi descrita e classificada de acordo com a Tabela 1.

2.7.2.2 Contato direto

Para os testes por contato direto, as placas foram preparadas da mesma forma
como descrito no ensaio de difusdo, exceto pela adi¢ao do agar, que foi substituido por
600 uL de meio MEM, que foi a quantidade adequada para permitir o contato das
amostras e controles com as células e manté-las hidratadas. A interpretagdo dos
resultados foi realizada da mesma forma que o teste de difusdo em agar. Os testes das

amostras e controles foram feitos em duplicata.

Para ambos os procedimentos, o sistema de ensaio de cultura de células ¢
considerado adequado se as respostas observadas forem classificadas como nivel 0 (sem
reatividade) para o controle negativo e no minimo nivel 3 (moderada) para o controle
positivo. Para a interpretacdo da reatividade foi utilizado o microscopio para verificar a
morfologia celular, sendo que a medicdo do halo foi realizada com auxilio de

paquimetro (macroscopicamente).
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TABELA 1 — Classificacao da reatividade celular para o ensaio de difusdo em agar e por contato direto.

Classificacio Reatividade Descricio da Zona de Reatividade
0 Nenhuma Nenhuma zona detectavel ao redor ou sob a amostra
1 Leve Células mal formadas ou degeneradas sob a amostra
2 Suave Zona limitada a area sob a amostra
3 Moderada Zona estende-se de 5,0 a 10,0 mm além da amostra
4 Forte Zona estende-se mais que 10,0 mm além da amostra

Fonte: (Brasil, 2010; USP, 2015).

2.7.3 Ensaio de redu¢ao do sal de tetrazolio — MTT

Utilizou-se o protocolo descrito por Mosmann (1983), modificado para placa de 96
pocos com células Caco-2 (ISO, 2009; SCHMIDT et al., 2011). Em cada pogo foi
adicionado 100 pL da suspensdo celular com aproximadamente 1,0x10° células.mL™.
Apos fixacdo e crescimento celular (24 h, 37 °C e 5,0% CO,) transferiu-se 50 pL de
cada amostra diluida e/ou ressuspensa em meio MEM nas concentragdes 33, 66, 100,
133, 166, 200, 266 e 333 pug.mL’ , para os nanowhiskers ¢ as gomas xantanas e
concentragdes de 5; 12,5; 25; 37,5; 50% (v/v) para as glicerinas, seguido de incubagdo
por 24 h, 37 °C e 5,0% CO,. Para o controle positivo adicionou-se 1puL de partenolideo
(20 mM) e 49 pL de meio MEM e para o controle negativo foi adicionado 50 pL de
MEM. Apo6s este periodo, o sobrenadante foi aspirado, as células foram lavadas com
100 pL de PBS estéril e, a cada cavidade foi adicionado 50 pL de MTT [brometo de 3-
(4,5-dimetiliazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio] recentemente preparado a 0,5 mg.mL™ em
MEM. Apo6s incubagdo adicional de 3h (37 °C, 5% CO,) o sobrenadante foi aspirado e
as cé¢lulas foram lavadas com PBS estéril. A extragdo do formazan gerado pelas células
foi realizada com DMSO (100 pL) e apos 1h de incubagdo determinou-se a absorbancia
de cada cavidade a 595nm. As amostras e os controles foram testados em duplicata. A
viabilidade celular, expressa em percentual, foi calculada a partir da comparacao da
absorbancia média da amostra em relagdo a absorbancia média do controle negativo,

considerada como 100% de viabilidade.
2.8 Analise Estatistica

Para analise dos dados foi utilizada a estatistica descritiva simples para avaliagdo
de fatores como a média, desvio padrdao e desvio padrdo relativo. Os testes estatisticos

foram realizados com um nivel de significincia de 5%.



59

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Implementacio e adequacio dos bioensaios

Para a implementacdo dos ensaios de biorreatividade por contato direto ou
indireto (com agar) testou-se inicialmente o tamanho das placas e a concentragdo
celular. Para as trés linhagens celulares foram avaliadas as concentracdes de l,OXIO5 ;
5,0x10° e 1,0)(106 células.mL™' em placas com diametro de 30 mm, 60 mm e 100 mm,
que receberam volumes de 2,0; 4,0 e 6,0 mL das suspensdes celulares, respectivamente.
Observou-se que as concentracdes abaixo de 1,0x10° células.mL™ atingiram 80 a 90%
de confluéncia em periodos superiores a 24 h, principalmente as células Caco-2 que tém

uma taxa de crescimento lenta, necessitando em média de 32 h para dobrar a populacdo

celular (FRESHNEY, 2010).

Nestas condigdes, as placas de 30 mm proporcionaram taxa de crescimento
satisfatoria em funcdo do menor didmetro e da proximidade entre as células. Entretanto,
devido a pequena area disponivel, poucas amostras podem ser adicionadas em uma
mesma placa. As placas de 100 mm sdo adequadas para o teste simultdneo de varias
amostras, porém necessitam o preparo de uma grande quantidade de células, o que
significa um custo efetivo mais alto para a realizacdo do experimento, pois impacta
diretamente nos gastos com os consumiveis. A condi¢do de ensaio que utilizou placas
de 60 mm de diametro, com 4 mL da suspensio contendo 1,0x10° células.mL™" foi
selecionada para a continuacdo dos ensaios por apresentar uma 6tima confluéncia para
todas as células em 24 h (Figura 1), com area de superficie para até 4 posicdes de
aplicacdo da amostra além dos controles e, por possibilitar a execu¢ao de todo o

experimento em um prazo total de 48 h incluindo a leitura final.

FIGURA 1- Confluéncia celular obtida nas placas de 60 mm incubadas por 24 h com 4 mL da suspenséo
de 1x10° células.mL™" para (A) Caco-2, (B) SIRC e (C) NCTC L929.

Fonte: proprio autor
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Na sequéncia, foi determinada a concentragdo de dgar e seu volume (espessura)
na placa para o ensaio por contato indireto. Os procedimentos descritos nas
Farmacopeias e nos protocolos internacionais para ensaio de biorreatividade de
polimeros de uso médico-hospitalar e farmacéutico ndo trazem estas informagdes do
procedimento de forma detalhada, recomendando apenas que apos atingir a confluéncia
celular, o meio de cultivo seja removido e substituido por meio de cultivo recente
contendo agar ou agarose em uma concentracao final de 0,5 a 3% (ISO, 2007; 2009;

ASTM, 2006; 2007; BRASIL, 2010; USP, 2015).

A concentragdo e¢ o volume de agar na camada de superficie sdo parametros
importantes a serem estabelecidos, pois a difusdo da amostra tende a diminuir com o
aumento da espessura do agar, podendo afetar diretamente o resultado. Foram avaliadas
concentragdes finais de agar de 0,5%, 0,67% ¢ 1,0% (p/v) no meio MEM, e volumes de
1,2 mL, 1,4 mL, 1,5 mL, 1,8 mL na placa de 60 mm que foi selecionada para
continuidade dos experimentos. A concentragdo final de 0,5% (p/v) de 4dgar no meio
MEM, com volume de 1,5 mL de meio foi a condi¢do que permitiu a preparacao
satisfatoria das placas e apresentou resultados de biorreatividade equivalentes ao ensaio
por contato direto nos testes com o controle positivo (C+) para todas as linhagens

celulares (Figura 2).

No teste de contato direto foi necessario estabelecer e padronizar o volume de
meio a ser adicionado sobre a monocamada celular propagada nas placas de 60 mm
antes da deposicao das amostras e controles. Buscou-se estabelecer a menor quantidade
possivel de meio a ser adicionado, de forma a manter as células submersas e, a0 mesmo
tempo, permitir o contato das amostras com a monocamada sempre na mesma posi¢ao
de aplicacdo durante o periodo de incubacdo de 24 h, evitando assim que as amostras
mais leves fossem deslocadas com a movimentagdo do meio. Dentre os volumes
testados, a menor quantidade de meio MEM que permitiu a manutencao da viabilidade
celular, sem deslocar a amostra da sua posicdo de aplicacdo nas placas foi o volume de

600 uL.
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FIGURA 2- Reatividade bioldgica (morte celular) das células Caco-2, SIRC e L929 no teste de contato
direto (sem 4gar) e de difusdo (com é&gar), utilizando fragmento de latex de 0,25 cm® como controle
positivo.

s/a ¢/ agar

Caco-2

NCTC
L-929

Fonte: proprio autor

O controle positivo, quando avaliado por contato direto e por difusdo em agar
(contato indireto) nas células Caco-2 apresentou resultados semelhantes (Figura 3). Nos
testes por difusdo em agar, o C+ apresentou halos de reatividade (morte celular) com
tamanho médio de 5,5 mm, medido com paquimetro a partir da borda do fragmento de
latex. Neste caso, o halo formado apresentou uma circunferéncia mais regular devido a
difusdo homogénea dos compostos através do agar. Quando observado em microscopio,
as células ndo vidveis apresentavam morfologia alterada e tamanho reduzido, perdendo

o contato entre elas.

Nos ensaios de contato direto, o C+ apresentou halos com tamanho médio de
4,5 mm, portanto, menores € mais irregulares, como pode ser observado na Figura 3.
Macroscopicamente pode-se verificar que, na maioria dos casos as células se
desprendem da placa, facilitando a observagdo e medicao do halo, porém devido a sua
irregularidade, a medida do halo deve ser feita em todas as faces da amostra para
expressar o valor médio. Sob observacdo em microscopio, as células ndo viaveis

apresentavam morfologia alterada e tamanho reduzido.

Para os dois sistemas de ensaio, ficou comprovado que, dentro das condi¢des

estabelecidas na fase de implementagdao e adequacdo, ambos reagem de forma
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semelhante a presenga de substancias com atividade citotoxica do fragmento de latex

utilizado como controle positivo (C+).

FIGURA 3 - Zona de reatividade observada para o controle positivo (fragmento de latex: C+) sobre
monocamada confluente de células Caco-2, apds 24h de contato, sem agar (A) e com agar (B).

Fonte: proprio autor

Para facilitar a visualizagdo do halo de reatividade nos ensaios com agar,
utilizou-se o corante vermelho neutro (cloridrato de 3-amino-7-dimetilamino-2-
metilfenazina) que ¢ incorporado pelas células que permaneceram viaveis. O corante a
0,4% (p/v) diluido a 1:80 em meio MEM foi adicionado as placas ao final da incubagdo
das amostras e o resultado pode ser observado na Figura 4. O halo formado pelo C+
apos 24 h de contato com as células Caco-2 e L929 pode ser visualizado na Fig. 4A e
4C, respectivamente. Fica evidente a auséncia de cor devido a ndo incorporagdao do
corante nas células proximas ao fragmento de latex. A Figura 4B apresenta o controle
negativo (C-) com destaque para as células viaveis que incorporaram o corante. A
utilizacdo do corante permite diferenciar claramente as células ndo viaveis das demais,
facilitando a medi¢ao do tamanho do halo de reatividade.

FIGURA 4 - Ensaio de difusdo em agar com adigdo de corante vermelho neutro as células Caco-2 em

contato com (A) o controle positivo e (B) controle negativo; e (C) células L929 em contato com o
controle positivo.

Fonte: proprio autor
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Os ensaios por contato direto e difusdo em agar, foram considerados adequados,
pois as respostas observadas foram classificadas como nivel zero (sem reatividade) para
o controle negativo e, no minimo, nivel 3 (moderada) para o controle positivo,
conforme a recomendacdo descrita nos protocolos para ensaio de biorreatividade de
biomateriais ¢ polimeros de uso em materiais médico-hospitalares (BRASIL, 2010;

USP, 2015).

O primeiro efeito observado apds a exposi¢do de células a agentes toxicos € a
alteracdo morfologica da camada celular ou do formato da célula na monocamada
celular. Desta forma, as alteracdes visuais sdo utilizadas como indice para graduar a
toxicidade de compostos submetidos aos bioensaios (ASTM, 2006; 2007; BRASIL,
2010; USP, 2015).

A Figura 5 apresenta exemplos dos graus de reatividade obtidos nos testes com
as células epiteliais Caco-2, interpretados de acordo com a gradagdo de biorreatividade
(Tabela 1) recomendada para testes de biomateriais e outros polimeros utilizados em
materiais de uso médico-hospitalar, a qual foi adotada para as amostras avaliadas pelos
bioensaios que estdo sendo propostos por este estudo. Atribui-se grau zero de
reatividade quando as células sob e ao redor da amostra permanecem inalteradas. O grau
leve ¢ atribuido quando sdo observadas células com morfologia alterada, porém vidveis,
somente na area sob a amostra. Quando ocorrer morte celular somente sob a area da
amostra esta reatividade foi classificada como suave. Quando o halo de morte celular se
estender entre 5,0 e 10,0 mm, a resposta ¢ graduada como moderada. Para halos com

didmetro superior a 10,0 mm além da borda da amostra ¢ atribuida reatividade forte.

FIGURA 5- Exemplos de classificacdo da biorreatividade em graus (A) leve, (B) suave, (C) moderado e
(D) forte, observados nas células Caco-2 apds 24 h de contato direto com a amostra. Area pontilhada
indica a posi¢do da amostra.
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Os primeiros resultados obtidos com as duas metodologias demonstraram que os
testes foram promissores e, portanto, poderiam ser aplicados as amostras elencadas no
estudo, dentro das condi¢des estabelecidas. Observou-se que, além da boa
reprodutibilidade, sdo métodos rapidos, tem boa sensibilidade e sdo financeiramente

vidveis para a execu¢ao dos estudos propostos.

A partir da comprovacao que as células Caco-2 e SIRC apresentaram reatividade
ao C+ da mesma forma que os fibroblastos 1929 tradicionalmente utilizados em
protocolos para avaliagdo da biorreatividade de materiais poliméricos de uso médico-
hospitalar, os experimentos foram continuados somente com as células epiteliais
intestinais (Caco-2) para buscar evidéncias da presenga de componentes toxicos nas
amostras, os quais podem ser transferidos para os alimentos e assim causar toxicidade

em células do aparelho digestivo.

3.2 Citotoxicidade por contato direto e por difusio em agar

Nos ensaios de citotoxicidade uma grande variedade de células sdo
classicamente utilizadas, destacam-se as células epiteliais de cornea, células
pulmonares, células de ovario de hamster chinés (CHO), células renais de hamster
(BHK), células renais caninas, células hepaticas de rato (RL4) e a linhagem celular
L929 oriunda de fibroblastos de camundongos. Esta ultima ¢ a linhagem indicada nos
protocolos ISO, ASTM e Farmacopeicos para ensaios de biorreatividade de polimeros
médico-hospitalares (GAD; McCORD, 2008). Para possibilitar a comparacao de
resultados e otimizar os bioensaios, ¢ importante a padronizacao e a harmonizagdo dos
procedimentos e abordagens experimentais, assim como o uso de ensaios adequados

com linhagens celulares bem caracterizadas, de preferéncia, de origem humana.

Os testes de reatividade das amostras solidas (filmes convencionais e
biodegradaveis, biopolimero, embalagens metalicas e revestimentos de caixa de
alimentos) sobre as células de epitélio intestinal (Caco-2) utilizando a metodologia por
contato direto e por difusdo em agar apresentaram os resultados resumidos na Tabela 2.
Em todas as analises o controle positivo apresentou halo médio superior a 5,0 mm,
determinado a partir da borda do fragmento de latex. O controle negativo foi utilizado
em todos os ensaios e ndo apresentou reatividade. Todas as amostras foram testadas em

duplicata, por meio de ensaios independente
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TABELA 2 - Biorreatividade das amostras e controles, apds 24 h de incubag@o, com células Caco-2 por
contato direto e difusdo em agar.

Amostra Contato direto Difusio em agar
Clas. Reatividade Clas. Reatividade
Controle + 4 Forte 4 Forte
Controle - 0 N 0 N
PBAT 0 N 0 N
Amido + NA 1 Leve 0 N
PBAT + NA 0 N 0 N
PEBD 2a3 Suave a moderada 1 Leve
PPBM 2a3 Suave a moderada 2 Suave
PEAD 0 N 0 N
PP 1 Leve 0 N
PHA (P) 2a3 Suave a moderada 2a3 Suave a moderada
PHA (U) 2 Suave 0 N
PHA (C) 0 N 0 N
Acetato 0 N 0 N
Acetato + baunilha 0 N 0 N
Emb. embutidos carneos 0 N 0 N
Emb. paté 0 N 0 N
Revestimento cx. suco 0 N 0 N
Revestimento cx. leite 0 N 0 N
Emb. de queijo 0 N 0 N
Emb. doce de amendoim 1 Leve 2 Suave
Emb. metalica (leite em po) 0 N 0 N

Emb. metalica (leite cond.) 0 N 0 N

Legenda: (N): sem reatividade. PBAT: poli(butileno adipato co-tereftalato); PEBD: polictileno de baixa
densidade; PEAD: polietileno de alta densidade; PP: polipropileno; PPBM: polipropileno biorientado
metalizado; PHA: polihidroxialcanoato; NA: nanoparticulas de amido.

De acordo com os dados apresentados na Tabela 2, das vinte (20) amostras
analisadas pelo protocolo do contato direto, sete (7) apresentaram reatividade nas
células. Com a adi¢ao da camada de agar, o nimero de amostras com algum grau de
reatividade foi reduzido para quatro (4) amostras, o que pode ser explicado pela
presenga do agar, uma vez que sua espessura, o grau de polimerizag¢do e a caracteristica
de difusibilidade das substancias neste meio pode potencializar ou inibir a resposta
biologica. Com a técnica de difusdo em agar, observou-se que o grau de resposta mais
elevado, classificado entre suave e moderado (nivel 2 a 3), ocorreu em apenas uma
amostra.

Normalmente a camada superficial de agar, ¢ utilizada para evitar que a amostra

cause dano mecanico as células, porém esta camada deve ter caracteristicas de
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composi¢ao e espessura que permitam a difusdo de substancias lixiviaveis presentes nas
amostras.

No ensaio por contato direto, como o proprio nome indica, a amostra ¢ colocada
diretamente sobre a monocamada celular, o que pode levar a um aumento da
sensibilidade do bioensaio (ASTM, 2006; 2007; BRASIL, 2010; USP, 2015). As
Figuras 6 e 7 ilustram graus de biorreatividade observados para algumas amostras sobre
as células Caco-2 em contato direto e indireto, respectivamente. Amostras apresentando
citotoxicidade (6A, 6B, 6C), (7A, 7B, 7C) e amostras sem reatividade (6D, 6E, 6F),
(7D, 7E, 7TF).

FIGURA 6- Exemplos de respostas observadas no ensaio por contato direto Caco-2. (A) PHA-P, (B)
PPBM, (C) PP, apresentaram citotoxicidade. (D) Acetato + baunilha, (E) embalagem de produtos carneos,
(F) PBAT + NA, nao apresentaram citotoxicidade.

Fonte: proprio autor.
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FIGURA 7- Exemplos de respostas observadas no ensaio por contato indireto em células Caco-2. (A)
embalagem de doce de amendoim; (B) PEBD; (C) PPBM, apresentaram citotoxicidade. (D) embalagem
para produtos carneos; (E) embalagem de paté; (F) PP, ndo apresentaram citotoxicidade.

Fonte: proprio autor.

Para efeito de comparag@o dos dados obtidos com as células de epitélio intestinal
humano (Caco-2) todas as amostras também foram avaliadas na linhagem celular
recomendada pelos protocolos internacionais para avaliagao de materiais poliméricos de
uso médico-hospitalar, a linhagem L929 de fibroblastos de camundongo. A Tabela 3
apresenta os resultados dos ensaios por contato direto e por difusdo em agar realizados
com os fibroblastos. Oito amostras apresentaram reatividade, sendo 4 delas com
resposta entre suave e moderada (nivel 2 a 3). Na presenca da camada de agar,
observou-se novamente uma diminui¢do na intensidade das respostas, assim como
destacado para nos ensaios com as células Caco-2. Em todos os testes, o controle
positivo apresentou halo médio superior a 5,0 mm e o controle negativo ndo apresentou
reatividade. As amostras foram avaliadas em duplicata, por meio de ensaios

independentes.
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TABELA 3 - Biorreatividade das amostras e controles, ap6s 24 h de incubacdo, com fibroblastos L929
por contato direto e difusdo em agar.

Amostra Contato direto Difusido em agar
Clas. Reatividade Clas. Reatividade
Controle + 4 Forte 4 Forte
Controle - 0 N 0 N
PBAT 0 N 0 N
Amido + NA 1 Leve 0 N
PBAT +NA 0 N 0 N
PEBD 2a3 Suave a moderada 2 Suave
PPBM 2a3 Suave a moderada 2 Suave
PEAD 0 N 0 N
PP 2a3 Suave a moderada 1 Leve
PHA (P) 2a3 Suave a moderada 2a3 Suave a moderada
PHA (U) 2 Suave 2 Suave
PHA (C) 2 Suave 2 Suave
Acetato 0 N 0 N
Acetato + baunilha 0 N 0 N
Emb. embutidos carneos 0 N 0 N
Emb. paté 0 N 0 N
Revestimento c¢x. suco 0 N 0 N
Revestimento cx. leite 1 Leve 2 Suave
Emb. de queijo 0 N 0 N
Emb. doce de amendoim 0 N 0 N
Emb. metalica (leite em pd) 0 N 0 N

Emb. metalica (leite cond.) 0 N 0 N

Legenda: (N): sem reatividade. PBAT: poli(butileno adipato co-tereftalato); PEBD: polietileno de baixa
densidade; PEAD: polietileno de alta densidade; PP: polipropileno; PPBM: polipropileno biorientado
metalizado; PHA: polihidroxialcanoato; NA: nanoparticulas de amido.

Em uma andlise comparativa, observou-se que, exceto pelas amostras de
revestimento de caixa de leite e o filme PHA (C) que ndo reagiram nas células Caco-2 e
a embalagem de doce de amendoim que ndo reagiu com as células L929, os demais
resultados foram muito semelhantes, inclusive quanto ao grau de intensidade de
resposta. Notadamente, o ensaio por contato direto demonstrou maior sensibilidade em
ambas as células, o que poderia ser interpretado pelo fato de que, algum dano mecanico
influenciou o resultado, porém hé de se destacar a robustez da metodologia por contato
direto, pois como mostram as Tabelas 2 e 3, e a Figura 8, as amostras de embalagens
metalicas ndo apresentaram nenhum indicio de dano as células quando testadas sem
agar. Apesar da Figura 8A mostrar um halo claro em torno fragmento metalico, esse
halo ¢ devido a dispersao da luz. Quando a amostra foi removida, observou-se que as

células ndo apresentavam nenhuma alteragao morfologica. De fato, os protocolos para
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avaliacdo de citotoxicidade recomendam que o agar ou a agarose sejam utilizadas
quando ¢ necessario proteger as células caso a amostra represente risco de dano
mecanico (ASTM, 2006; 2007; BRASIL, 2010; USP, 2015), porém deve-se avaliar a
real necessidade da adicdo do agar, uma vez que a preparagdo deste ensaio ¢ mais
elaborada, pois a deposicdo do meio contendo o agar sobre a camada celular deve ser
realizada de forma répida e com o meio aquecido entre 40 a 45 °C, para que se obtenha

uma camada perfeitamente uniforme sem agredir as células.

FIGURA 8- Amostra embalagem metalica: (A) lata de leite condensado; (B): lata de leite em p6. Sem
irregularidades ou danos na monocamada celular.

Quando um alimento entra em contato direto com um material de embalagem,
qualquer que seja sua natureza ha interacdes entre eles. Estas interacdes podem levar a
adsor¢do de constituintes oriundos do material de embalagem e consequente alteragao
de caracteristicas sensoriais. Por outro lado, muitos compostos possuem baixa massa
molecular e se difundem facilmente através do polimero. Como consequéncia, ha uma
tendéncia de transferéncia (migragao) destes compostos para a superficie do material,
com posterior interagdo com o produto acondicionado, podendo causar a exposi¢do do
consumidor a substancias com potencial toxico (ARVANITOYANNIS; BOSNEA,
2004). A transferéncia de substancias da embalagem para o alimento varia de acordo
com a composicao do material, com o processo de fabricacdo da embalagem, com o
nivel de degradagao do material decorrente dos processos de transformagao, entre outros

fatores (KONKOL et al., 2003).

Parametros relacionados a natureza quimica do produto embalado, além de
condigdes de tempo e temperatura de contato entre produto e embalagem também sao

criticos para a determinag@o do risco potencial de contaminagao.

Apesar de caracteristicas de atoxicidade citada na literatura, foi observado neste

estudo que nas amostras dos filmes a base de polipropileno [convencional (PP) e
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biorientado metalizado (PPBM)] e de polietileno de baixa densidade (PEBD), ocorreu
migracao de produtos toxicos, evidenciada pelas alteragdes morfoldgicas e até mesmo a
morte celular apds 24 h de contato com estes materiais (Tabelas 2 e 3). E entre as causas
esta a possibilidade da presenca de mondmeros, oligdmeros e polimeros de baixa massa
molecular; agentes de polimerizagdo tais como catalisadores, emulsificantes, produtos
de decomposicdo de iniciadores e aditivos; impurezas de agentes de polimerizacdo e
aditivos; aditivos utilizados para os processos de transformacgao, solventes provenientes
da composi¢do de tintas de impressido e outras substancias contaminantes (CATALA;
GAVARA, 2002; KUZNESOF, 2002; KONKOL et al., 2003; ARVANITOYANNIS;
BOSNEA, 2004).

A amostra de polietileno de alta densidade (PEAD) ndo apresentou nenhum
efeito em todos os ensaios realizados (Tabelas 2 e 3). De fato, as Farmacopeias ¢ os
protocolos de ensaio recomendam o uso de polietileno de alta densidade como controle
negativo nos ensaios de biorreatividade em fun¢do de ser um material mais inerte,
portanto, com menor tendéncia de interagir mais com ambiente ou com o que estd em

contato (ASTM, 2006; 2007; BRASIL, 2010; USP, 2015).

O principal componente dos filmes de amido pode ser degradado por fungos
e/ou bactérias e pela agdo de enzimas, resultando na formagao de CO,, agua e agucares.
No caso de blendas (amido + plasticos), o amido degrada mais rapidamente,
favorecendo a degradacdo da matriz sintética por facilitar o acesso de microrganismos,
podendo ser total ou parcialmente biodegradavel (FRANCHETTI; MARCONATO,
2006). Talvez seja esta uma das possiveis causas da amostra de amido + nanoamido ter
provocado danos as células, embora o nanoamido tenha se comportado como nao toxico
nos ensaios e ¢ considerado um material atéxico com grande aplicacdo na produgdo de

nanocompositos e filmes ativos para embalagens de alimentos (SHAH et al., 2015).
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3.3 Citotoxicidade por MTT

Testes iniciais com células Caco-2 foram realizados de forma comparativa com

os fibroblastos 1.929. Verificou-se a necessidade de iniciar o experimento com uma
~ -1 A .

concentragdo celular de Caco-2 contendo 1,0x10° celulas.mL™ para obter confluéncia

em 24 h.

No ensaio de MTT, foram testadas as amostras liquidas ¢ as micronizadas que
sao utilizadas na composic¢ao de alguns dos filmes de embalagem avaliados nos ensaios
de contato direto e por difusdo em agar. Os nanowhiskers de celulose de milho, coco,
eucalipto e licuri, assim como as nanoparticulas de amido de mandioca, utilizados para
melhorar a qualidade e propriedades de filmes destinados a embalagens alimenticias
foram submetidos ao ensaio de MTT nas concentragdes de 33, 66, 100, 133, 166, 200,
266 ¢ 333 pug.mL"'. Apos 24 h de contato com as células Caco-2 ndo se observou
citotoxicidade, conforme pode ser observado nos graficos que compdem a Figura 9. Os
resultados obtidos ndo apresentaram diferenca significativa (p>0,05) entre as

concentragdes avaliadas quando analisadas pelo teste Tukey.

Apesar de que os estudos toxicologicos de materiais celuldsicos ainda se
encontram em estagio inicial (JORFI; FOSTER, 2015), existem dados na literatura que
descrevem que concentragdes de nanocristais de celulose (CNC) entre 0,02 a 100
pg.mL"' ndo causaram citotoxicidade, j4 concentracdes acima de 200 pg.mL’
induziram a morte celular e alteragdes na expressdo génica em fibroblastos (DONG et
al.,, 2012; PEREIRA et al., 2013). Ja Yang et al. (2013) avaliaram CNCs isolados de
algoddao pelo ensaio do MTT em fibroblastos 3T3 e observaram uma pequena
diminui¢io da viabilidade nas concentragdes entre 100 a 1000 pg.mL™" apés 1 dia de
exposi¢do. Entretanto estudos com as células Caco-2 ndo foram encontrados na

literatura.



72

FIGURA 9- Viabilidade celular (%) das células Caco-2 apds 24 h de contato com as amostras de
nanowhiskers (NW) de milho, coco, eucalipto, licuri e nanoparticulas de amido (NA) de mandioca,
determinada por meio do ensaio de MTT. Barra de erro: desvio padrdo da média.
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Fonte: proprio autor

A utilizagdo de nanocelulose em materiais biomédicos como implantes,

engenharia de tecidos, liberagdo de farmacos, cicatrizagdo de feridas, aplicacdes

cardiovasculares e outras, tem apresentado um grande desenvolvimento nos ultimos

anos devido as suas excelentes propriedades fisicas e bioldgicas, em particular a sua

biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa toxicidade (JORFI; FOSTER, 2015).

Dentre os processos de preparacdo de nanowhiskers de celulose, independente

da fibra lignocelulosica utilizada, destacam-se os processos quimicos, que apds as

etapas de extragdo da polpa de celulose geram as nanoparticulas por hidrolise dcida com

a utilizagdo de acidos fortes, como sulfurico (H,SO4) e/ou cloridrico (HCI). As

nanofibras de celulose sdo uma classe atraente de nanomateriais para a elaboragdo
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nanocompositos de alta resisténcia, leves e de baixo custo (HELBERT et al., 1996;

PODSIADLO et al., 2005).

Poucos estudos estdo presentes na literatura sobre a migracao das nanoparticulas
da embalagem para os alimentos (AVELLA et al., 2005; CHAUDHRY et al., 2008;
SIMON et al., 2008). Em estudos que avaliaram a migragdo de argila a partir de garrafas
PET e filmes de fécula de batata e amido de batata com blendas de poliéster, observou-
se uma migracdo detectavel de nanoargila, porém insignificante. Outro estudo relata a
migracdo de nanoparticulas de prata de embalagens de alimentos, compositos de
nanoparticulas de prata em polipropileno. Também neste caso o nivel de migragao
detectado foi inferior ao limite de quantificagdo. Embora estes casos parecam dar
algumas garantias sobre a seguranga, o numero de testes sobre a migracdo ainda ¢ muito
limitado e uma investigagdo mais aprofundada precisa ser realizada antes de usar esses

materiais (SILVESTRE et al., 2011).

Evidéncias cientificas relatam que nanoparticulas livres podem atravessar
barreiras celulares e que a exposicdo de algumas destas nanoparticulas podem conduzir
a danos oxidativos e reagdes inflamatorias (BORM et al., 2006; HUNT; MEHTA, 2006;
NEL et al.,, 2006; POWERS et al.,, 2006; FISCHER; CHAN, 2007; WIESNER;
BOTTERO, 2007; CHAUDHRY et al., 2008; LEWINSKI et al., 2008; MROZ et al.,
2008; BOUWMEESTER et al., 2009). A viabilidade celular das células Caco-2 foi
testada frente a formulagdes de nanoparticulas de zeina - caseina s6dio (CAS) nas
concentracoes de 0,2; 0,5 ¢ 1,0 mg.mL']. Nenhum efeito toxico foi detectado sobre a
viabilidade celular em todas as concentracdes avaliadas durante os trés dias de

incubagao (LUO et al., 2013).

Segundo estudo realizado por Juliano e colaboradores (2011), a solugdo de
quitosana malato (CM) afetou a viabilidade celular de forma dose dependente. A CM
foi considerada nao-toxica em concentragdes de 0,05 a 2,5 mg.mL'l, mas a viabilidade
celular diminuiu gradualmente apds o tratamento com 5 mgmL”' e 10 mgmL”,
atingindo o valor minimo de 5+2% a 15 mg.mL'l, nesta concentragdo, a mortalidade

celular foi proxima ao do controle positivo (2 = 1%).

A Figura 10 mostra imagens obtidas do ensaio de MTT com nanoparticulas de

milho (Fig. 10A), nanoparticulas de licuri (Fig. 10B), e nanoparticula de eucalipto (Fig.
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10C). Evidenciando o contato das particulas com as células, sem contudo apresentar

citotoxicidade.

FIGURA 10- Fotomicrografia dos nanowhisker de (A) milho 333ug.mL™"; (B) de licuri 333pg.mL™" ¢ (C)
de eucalipto 333pug.mL™" em contato com as células Caco-2 durante o ensaio de MTT. Aumento de 100x.

Fonte: proprio autor.

A goma xantana, tradicionalmente utilizada como aditivo alimentar em fungao
de suas excelentes propriedades poliméricas e viscoelasticas, também foi avaliada no
ensaio de MTT, e as duas amostras de goma xantana analisadas ndo apresentaram
citotoxicidade nas condi¢des avaliadas (Figura 11), o que corrobora com os dados de
inocuidade atribuidos a este composto, que estd muito presente no nosso cotidiano,
incluindo alimentos, cosméticos, medicamentos entre outros (MATEESCU et al., 2015;
SCARFATO et al., 2015) A goma xantana possui classificacao E 415 na Lista Européia
de Aditivos Alimentares Permitidos, ndo recebendo, portanto nenhuma limitagdo de
consumo, além de possuir o status de Ingestdo Didria Aceitavel (IDA) nao especificada
de acordo com a Comissdo de Especialistas em Aditivos Alimentares da OMS/FAO

(JECFA) (RASCHIP et al., 2011).

FIGURA 11- Viabilidade celular (%) das células Caco-2 apds 24 h de contato com a goma xantana “G” e
“C”, determinada por meio do ensaio de MTT. Barra de erro: desvio padrdo da média.
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Em trabalhos desenvolvidos no Laboratorio de Andlises Aplicadas e de
Biomateriais (LAPBIM) da Universidade Federal da Bahia, a amostra de glicerina

residual de biodiesel “C” (GC) foi utilizada como substrato fermentescivel para
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producdo da goma xantana, identificada por GX-C (BRANDAO et al., 2013; ASSIS et
al., 2014a; 2014b). Neste sentido, ao avaliar a toxicidade da glicerina “C” no ensaio de
MTT foi observado que a mesma apresentou resposta citotoxica dose dependente nas
células Caco-2, com diferencas significativas de viabilidade celular entre as
concentragdes (p<0,05; Tukey) e também com relagdo ao controle (Figura 12).
Entretanto nenhum efeito toxico residual parece ter sido transferido para o biopolimero
GX-C conforme mostra a Figurall. Este dado ¢ interessante, e contribui ainda mais
para a seguranca no uso deste biopolimero, mesmo quando produzido a partir de

substratos alternativos, como neste caso da amostra GX-C.

Em estudos desenvolvidos por Campos e cols. (2014), as glicerinas GP; GU e
GC também foram utilizadas como fonte alternativa de carbono para o Cupriavidus
necator IPT 026 durante a produgdo dos polihidroxialcanoatos PHA (P), PHA (U) e
PHA (C), respectivamente, os quais foram avaliados nos ensaios de contato direto e por
difusdo em agar (Tabela 2 e 3). Por este motivo, as glicerinas GP ¢ GU também foram
avaliadas no ensaio de MTT. A glicerina “U” além de muito viscosa, interferiu no
experimento promovendo a auto-redu¢do do MTT, sendo assim, ndo foi possivel avaliar

sua citotoxicidade pelo ensaio de MTT.

No caso do polihidroxialcanoato PHA (C), a citotoxicidade observada nas
células 1929 por contato direto e indireto (Tabela 3) pode estar associada, de alguma
forma, ao efeito citotoxico que a glicerina C apresentou no ensaio do MTT (Figura 12),

entretanto, pode haver também a influéncia de outros fatores sobre esta biorreatividade.

A glicerina P (GP) também apresentou resposta citotoxica dose dependente
quando avaliada pelo MTT (Figura 12), e o polihidroxialcanoato PHA (P), produzido
com esta glicerina, também mostrou citotoxicidade suave a moderada (niveis 2 a 3)
quando avaliado no ensaio de contato direto e indireto com as células Caco-2 e L929
(Tabela 2 e 3). Neste caso, também ¢ provavel que algum efeito toxico residual da
glicerina seja responsavel pela toxicidade observada no polimero, porém mais estudos
sdo necessarios, uma vez a resposta bioldgica pode estar associada a outros elementos

que compodem ou estdo associados ao o polimero ou seu processo de produgao.
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FIGURA 12- Viabilidade celular (%) das células Caco-2 ap6s 24 h de contato com a glicerina P e C,

determinada por meio do ensaio de MTT. Barra de erro: desvio padrao da média.
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O biodiesel com base na transesterificacdo do lipidio gera um fluxo de glicerol
bruto, que representa, em peso, 10% do total de biodiesel produzido (CAVALHEIRO et
al., 2012). Embora o glicerol seja uma importante matéria prima industrial, a fase rica
em glicerol tem um valor econdmico relativamente baixo, devido a presenca de
impurezas, tais como metanol, sais, mono- e di-glicéridos, e 4cidos graxos

(CAVALHEIRO et al., 2012; SPOLJARIC et al., 2013).

A pureza do glicerol proveniente do biodiesel varia de 55 a 90%, dependendo da
matéria-prima e do processo utilizado na fabricacao do biocombustivel (AMARAL et
al., 2009). Entre as impurezas encontradas podemos citar o hidroxido de sddio, metanol,
acidos graxos livres, sais de acido graxo, ésteres, compostos de enxofre, proteinas e
minerais (THOMPSON; HE, 2006). Tais impurezas fazem com que o glicerol de
biodiesel tenha baixo valor agregado. Além disso, decréscimo na viabilidade e
mudangas morfologicas como perda de forma e danos na membrana celular foram
observados em células expostas a 4cidos graxos insaturados (KNAPP; MELLY, 1986;
HAZEL; GRAHAM, 1990), que podem estar presentes no glicerol bruto oriundo da
producao a partir de 6leos vegetais (REHMAN et al., 2008). Ja a presenca de nutrientes
adicionais como fontes de carbono, nitrogénio, calcio, magnésio, fosforo e sdédio no
residuo de glicerol exercem efeito positivo no crescimento de microrganismos (CELIK

et al., 2008)

Segundo Johnson e Taconi (2007) o glicerol bruto pode conter contaminantes,

incluindo metais pesados, tais como Cadmio (Cd), Cromio (Cr), que variam de acordo
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com cada refinaria de biodiesel, especiacdo do metal e pH (VALE et al., 2011). Os
glicer6is brutos (GC e GP) foram analisados no estudo de Ribeiro e colaboradores
(2015) que identificaram a presen¢a dos metais Cd e Cr, assim como o semimetal
arsénio (As) em quantidades abaixo do limite de determinac¢do do espectrofotdmetro,
com excecdo do Cromio, fator este que também pode estar associado com a
citotoxicidade observada pelo ensaio de MTT para estas amostras (Figura 12). De
acordo com Thompson e He (2006), a glicerina residual também pode conter uma
variedade de outros elementos, tais como Ca, Mg, P e S, independentemente da fonte de

matéria-prima processada.

De acordo com o os padroes dos Estados Unidos e da Europa, os limites de
metais em embalagens de plastico sdo 100 mg.g” (EUA) e 1400 mg.g” (Europa),
respectivamente, para Zinco (Zn) e 22.500 mg.g" (EUA) e 750 pg.g” (Europa),
respectivamente, para o Cobre (Cu). Em média, as concentracdes de Zn e¢ Cu
encontradas no estudo de Ribeiro e colaboradores (2015), avaliando PHAs e glicerina,
foram 99,08% e 99,89% abaixo dos limites internacionais. Entretanto, devido a alta
sensibilidade dos ensaios in vitro, esta concentracdo detectada pode interferir no

metabolismo celular.

4 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos na implementacdo e execuc¢dao dos ensaios de
citotoxicidade por biorreatividade e MTT, pode-se inferir que os mesmos foram
satisfatorios do ponto de vista técnico. A adaptacdo das metodologias comumente
utilizadas na avaliacdo da citotoxicidade de materiais poliméricos de uso médico-
hospitalar mostrou-se bastante promissora quando empregada no ensaio de embalagens
destinadas ao uso alimenticio e componentes empregados na sua fabricagdo, tornando-a
potencialmente aplicdvel na avaliagdo da citotoxicidade basal destes materiais,

contribuindo assim com os estudos de seguranga alimentar.

Quanto a extrapolacdo destes resultados para o organismo humano, pode-se
tragar um paralelo com as orientacdes de interpretacdo dos bioensaios de reatividade
empregados no estudo da citotoxicidade e biocompatibilidade de plasticos e outros

polimeros utilizados em materiais de uso médico-hospitalar e farmacéutico. Os
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bioensaios para avaliagdo de citotoxicidade possuem um longo histérico no screening
da biocompatibilidade e, mesmo apresentando muitas vantagens como facil manuseio,
baixo custo relativo, sensibilidade, possibilidade de testes ex-vivo, capacidade de gerar
dados qualitativos e quantitativos de forma rapida, além de permitirem a observacao
direta do efeito sobre as células, estes ensaios devem ser considerados como técnicas

preliminares na predi¢ao da biorreatividade.

Portanto, sabe-se que, desde sua implementacdo na década de 50, para a
avalia¢do de plasticos de embalagens farmacéuticas, a interpretagdo dos dados gerados
deve ser realizada em conjunto com outros testes apropriados devido a sensibilidade dos
ensaios de biorreatividade, as amostras consideradas citotoxicas devem ser avaliadas
conjuntamente com os dados obtidos de estudos in vivo para que se possa correlacionar
os resultados obtidos e o risco real que os mesmos representam a saide humana. Os

resultados obtidos devem ser confirmados com uma analise complementar.
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