UNIVERSIDADE DE ARARAQUARA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA EM MEDICINA
REGENERATIVA E QUIMICA MEDICINAL

Mariana Rodrigues Barreto

ESTUDO DO POTENCIAL TOXICOGENETICO DE BIOFILMES POLIMERICOS
DE ALLIUM CEPA L.

Araraquara, SP

2018



Mariana Rodrigues Barreto

ESTUDO DO POTENCIAL TOXICOGENETICO DE BIOFILMES POLIMERICOS
DE ALLIUM CEPA L.

Dissertacdo apresentada ao Programa de P6s-Graduagdo
em Biotecnologia em Medicina Regenerativa e Quimica
Medicinal da Universidade de Araraquara — UNIARA -
como parte dos requisitos para obtencdo do titulo de
Mestra em Biotecnologia, Area de Concentragéo:
Biotecnologia em Medicina Regenerativa e Quimica
Medicinal.

Orientadora: Prof2 Dr2 Flavia Ap. Resende Nogueira

Co-Orientador: Prof. Dr. Hernane da Silva Barud

Araraquara, SP

2018



FICHA CATALOGRAFICA

B263e Barreto, Mariana Rodrigues
Estudo do potencial toxicogenético de biofilmes poliméricos de
Allium cepa L./Mariana Rodrigues Barreto. — Araraquara: Universidade
de Araraquara, 2018.
58f.

Dissertacdo (Mestrado) - Curso de Biotecnologia em Medicina
Regenerativa e Quimica Medicinal — Universidade de Araraquara
Orientador: Profa Dra. Flavia Aparecida Resende Nogueira
Co-Orientador: Prof. Dr. Hernane da Silva Barud
1. Embalagens comestiveis. 2. Mutagenicidade. 3. Citotoxicidade.

4. Teste de Ames. 4. Teste do Citoma. I. Titulo.

CDU 577.1:66




* PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO
@A BIOTECNOLOGIA EM MEDICINA REGENERATIVA
E QUIMICA MEDICINAL — PPGB-MRQM y
UNIARA

v

MARIANA RODRIGUES BARRETO

Dissertagdo apresentada a Universidade de
Araraquara - UNIARA, como parte dos
requisitos para obtengao do titulo de Mestre
em Biotecnologia em Medicina Regenerativa
e Quimica Medicinal.

Araraquara, 25 de junho de 2018.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. HEHNANE(EESILVA BARUD (Coorientador)
Universidade de Araraquara - UNIARA

v 3 //

Prof. Dr. CLOVIS AUGUSTO RIBEIRO
Instituto de Quimica de Araraquara/UNESP

Ja
Dr? ISABEL CRISTIANE DA SILVA
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara/UNESP.



DEDICATORIA

Dedico esse trabalho aos meus pais, Evaldo e Maria
Inés, por me concederem todo suporte necessario
nessa caminhada, sendo meus alicerces, sempre me
apoiando e incentivando a ir em busca dos meus
sonhos, contribuindo para que mais uma etapa fosse

concluida.



AGRADECIMENTOS

A Deus pelo dom da vida e por me tornar capaz, sendo sempre meu refugio e

protecao!

A minha orientadora Prof® Dr® Flavia Aparecida Resende Nogueira, pela
oportunidade dada para a realizacdo deste trabalho, que compartilhou as suas ideias,
conhecimento e experiéncias e me proporcionou um grande aprendizado e crescimento.
Gostaria de expressar meu reconhecimento e admiracdo pela sua competéncia profissional

e gratiddo pela sua amizade. Muito obrigada pela paciéncia e dedicacao.

Aos meus professores de Pds-Graduacgdo (Mestrado), por todas as aulas ministradas
e experiéncias transmitidas, que foram responséaveis pelos meus conhecimentos e

amadurecimento profissional.

Ao grupo de pesquisa QUIMMERA que me proporcionou a realizagcdo deste
trabalho, oferecendo todo o suporte necessario e experiéncia.

Ao Dr. Dibdgenes dos Santos Dias da empresa BioSmart Nanotechnology que em
parceria com o grupo de pesquisa BioPolMat da Universidade de Araraquara, produziu e

forneceu os filmes para a realizacéo deste trabalho.

A minha familia que sempre esteve presente em todos 0s momentos, me apoiando
em minhas escolhas e me dando forc¢as para ir além, vibrando com as minhas conquistas e

me amparando nos momentos dificeis.

Ao0s meus amigos, que sdo fundamentais em minha vida. Agradeco aos velhos e

novos amigos por terem me apoiado e ficado ao meu lado nas horas que mais precisei.



EPIGRAFE

“O sucesso nasce do querer, da determinagdo e persisténcia
em se chegar a um objetivo. Mesmo néo atingindo o alvo,
quem busca e vence obstaculos, no minimo fard coisas
admiraveis [...]”

José de Alencar



RESUMO

BARRETO, Mariana Rodrigues. Estudo do potencial toxicogenético de biofilmes
poliméricos de Allium cepa L. 2018. Defesa (Mestrado em Biotecnologia em Medicina
Regenerativa e Quimica Medicinal) Universidade de Araraquara.

A ingestdo de alimentos é uma das principais vias de exposicdo do homem a diferentes
compostos mutagénicos/carcinogénicos, Vvisto que uma mistura complexa de agentes
quimicos é encontrada em sua dieta. A fim de minimizar os problemas ambientais
causados pelo descarte inadequado e uso excessivo de plasticos, diversas empresas buscam
por embalagens comestiveis. Entretanto, para que possam fazer parte do alimento a ser
consumido, os materiais empregados em suas formulagdes devem ser atdxicos e seguros
para 0 consumo humano. Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi elucidar o perfil
citotoxico e mutagénico de filmes poliméricos de Allium cepa L. para 0 uso como
embalagens comestiveis, a fim de se assegurar e esclarecer sua inocuidade quanto ao
material genético. Os filmes foram produzidos e fornecidos pelo Dr. Didgenes dos Santos
Dias da empresa BioSmart Nanotechnology em parceria com o grupo de pesquisa
BioPolMat da Universidade de Araraquara. Para avaliacdo citogenotoxica foram
preparados eluatos das amostras como recomendado pelo FDA (2002). A atividade
citotoxica foi avaliada frente as células HepG2 (ATCC HB-8065™), de carcinoma
hepatocelular humano e GM-07492 de fibroblastos normais de pulmdo humano,
utilizando-se como substancia reveladora o MTT (metil tiazolil tetrazdlio). A
mutagenicidade foi avaliada por meio dos ensaios de mutacdo génica reversa com
Salmonella typhimurium (teste de Ames) e do Citoma. O teste de Ames foi realizado
segundo a metodologia de pré-incubacdo, na presenca e auséncia de ativacdo metabdlica,
nas cepas TA98, TA97a, TA100 e TA102 de S. typhimurium. J& o ensaio do citoma foi
realizado em células HepG2, utilizando como parametros de analise, a frequéncia de
micronucleos, pontes nucleoplasmaticas e brotamentos nucleares. De acordo com 0s
resultados, o padrdo de citotoxicidade dos filmes lavado e ndo lavado frente a linhagem
HepG2 foi semelhante; ambos induziram uma diferenca estatisticamente significativa nas
maiores concentracfes avaliadas (100, 50 e 25%) comparado ao controle negativo. Com
relacdo as células GM-07492, a diferenca foi mais acentuada, com uma reducao
estatisticamente significativa nos tratamentos de 100, 50, 25 e 12,5% para o filme nédo
lavado, enquanto que para o filme lavado, o potencial citotdxico foi observado somente nas
concentracdes de 100 e 50%. Com relacdo a atividade mutagénica, os filmes ndo foram
capazes de aumentar estatisticamente as frequéncias dos biomarcadores para danos génicos
(teste de Ames) e cromossdmicos (teste do Citoma) nas concentragdes testadas, indicando
auséncia de potencial mutagénico. Foram observados somente indicios de mutagenicidade
para os filmes ndo lavados (indice de mutagenicidade méaximo de 1,9), o que sugere cautela
no seu uso. A deteccdo de genotoxicidade é altamente recomendavel de modo a evitar o
risco de exposicdo genotdxica a mutagénicos e agentes cancerigenos. Esses resultados séo
extremamente relevantes, pois contribuem para dados valiosos sobre o uso seguro dos
filmes de Allium cepa L. para fins comerciais. No entanto, novas investigacGes que
explorem outros mecanismos de mutagénese devem ser realizadas.

Palavras-chave: embalagens comestiveis, mutagenidade, citotoxicidade, Teste de Ames,
Teste do Citoma.



ABSTRACT

BARRETO, Mariana Rodrigues. Study of the toxicogenic potential of polymeric
biofilms of Allium cepa L. 2018. Defense (Master degree in Biotechnology in
Regenerative Medicine and Medicinal Chemistry) University of Araraquara.

Food intake is one of man's main routes of exposure to different mutagenic / carcinogenic
compounds, since a complex mixture of chemical agents is found in it’s diet. In order to
minimize environmental problems caused by improper disposal and excessive use of
plastics, several companies are looking for edible packaging. However, in order to be part
of the food to be consumed, the materials used in its formulations must be non-toxic and
safe for human consumption. Thus, the objective of the present study was to elucidate the
cytotoxic and mutagenic profile of polymer films of Allium cepa L. for use as edible
packaging, in order to ensure and clarify their innocuity regarding the genetic material. The
films were produced and supplied by Dr. Didgenes dos Santos Dias of the company
BioSmart Nanotechnology in partnership with the research group BioPolMat of the
University of Araraquara. For cytogenotoxic evaluation, sample eluates were prepared as
recommended by the FDA (2002). The cytotoxic activity was assessed against human
Hepatocyte HepG2 (ATCC HB-8065 ™) cells and GM-07492 from normal human lung
fibroblasts using MTT (methyl thiazole tetrazolium) as the developing substance.
Mutagenicity was assessed by reverse gene mutation assays with Salmonella typhimurium
(Ames test) and Cytome. The Ames test was performed according to the preincubation
methodology, in the presence and absence of metabolic activation, in TA98, TA97a,
TA100 and TA102 strains of S. typhimurium. The cytome assay was performed on HepG2
cells using the micronuclei frequency, nucleoplasmic bridges and nuclear budding as the
parameters of analysis. According to the results, the pattern of cytotoxicity of the washed
and unwashed films against the HepG2 lineage was similar; both induced a statistically
significant difference in the highest concentrations evaluated (100, 50 and 25%) compared
to the negative control. With regard to GM-07492 cells, the difference was more
pronounced, with a statistically significant reduction in 100, 50, 25 and 12.5% treatments
for the unwashed film, whereas for the washed film, the cytotoxic potential was observed
only at concentrations of 100 and 50%. Regarding the mutagenic activity, the films were
not able to statistically increase the frequencies of the biomarkers for genetic damage
(Ames test) and chromosome (Cytome test) at the tested concentrations, indicating absence
of mutagenic potential. Only evidence of mutagenicity was observed for unwashed films
(maximum mutagenicity index of 1.9), which suggests caution in its use. The detection of
genotoxicity is highly recommended in order to avoid the risk of genotoxic exposure to
mutagens and carcinogens. These results are extremely relevant as they contribute to
valuable data on the safe use of Allium cepa L. films for commercial purposes. However,
further investigations exploring other mutagenesis mechanisms must be performed.

Key words: edible packaging, mutagenicity, cytotoxicity, Ames test, Cytome test.
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1. INTRODUCAO

1.1. Género Allium

O género Allium é o maior e mais representativo da familia Alliaceae e compreende
cerca de 450 espécies, amplamente distribuidas no hemisfério norte. Além dos bens
conhecidos alho e cebola, varias outras espécies sdo amplamente cultivadas, como alho-
pord (Allium porrum L.), cebolinha (Allium fistulosum L.), chalota (Allium ascalonicum
Hort.), alho silvestre (Allium ursinum L.), alho elefante (Allium ampeloprasum L. var.
ampeloprasum), cebolinha chinesa (Allium tuberosum L.), entre outras (LANZOTTI,
2006).

Essas espécies apresentam uma rica fonte de fitonutrientes de potenciais beneficios
a salde para o tratamento de diabetes tipo 2, doenca coronariana, obesidade,
hipercolesterolemia, hipertensdo, catarata e disturbios do trato gastrointestinal (MARTINS
etal., 2016; LANZOTTI, 2006; BERETTA et al., 2017).

Outras propriedades bioldgicas interessantes, com destaque para a cebola, sdo as
atividades  antioxidantes,  anticarcinogénicas,  antimutagénicas,  antiasmaticas,
imunomoduladoras, antimicrobianas e prebioticas (GRIFFITHS et al., 2002; CHO et al.,
2016).

Recentemente, Cho et al. (2016) avaliaram o efeito protetor do extrato de cebola na
citotoxicidade e genotoxicidade induzida por bleomicina, um agente radiomimético, em
linfécitos humanos e observaram um aumento significativo na viabilidade celular em
linfécitos tratados com extrato de cebola, em seguida, expostos a bleomicina, em
comparagdo com celulas tratadas com bleomicina isoladamente, bem como uma redugéo
na frequéncia de microndcleos e danos ao DNA, demonstrando um efeito antimutagénico

da amostra avaliada.

A maioria dos efeitos bioldgicos do Allium estd relacionada aos compostos
contendo enxofre, “tiossulfanatos”, tipicos dessas espécies vegetais e responsaveis por seu

aroma e sabor pungentes caracteristicos. No entanto, estes metabdlitos s&o relativamente
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instaveis. Em comparacdo com os compostos de enxofre, outros constituintes, saponinas e
flavonoides encontrados em Allium apresentam as vantagens de ndo serem pungentes e
mais estaveis as condicdes de cozimento e armazenamento (LANZOTTI, 2006). Estes
compostos, nomeados com os termos “nutracéuticos” ou “fitoquimicos”, sdo classificados
como micronutrientes ndo essenciais e capazes de contribuir para a homeostase humana,
desempenhando um papel na manutencdo da saude (ZEISEL, 1999; HENRY, 1999).

Com uma variedade de finalidade, muitas vezes sdo consumidos crus ou apos o
processamento na forma de 6leo, extrato ou po, a fim de preservar os produtos aumentando
sua vida util ou para reduzir algumas caracteristicas desagradaveis. Diferencas acentuadas
na composicao quimica e no contelldo de seus compostos bioativos sdo observadas durante
o processamento (MARTINS et al., 2016; FARAG et al., 2017).

Dentre as espécies, a cebola (Allium cepa L.) esta entre as mais antigas plantas
cultivadas, usadas para fins culinarios, além de seus efeitos terapéuticos (MARTINS et al.,
2016). Sdo cultivadas na maioria das zonas climéaticas ao redor do mundo, de climas
tropicais a frios, sendo que as principais areas de producdo sdo China, india, Estados
Unidos, Rassia, Turquia e Ird. O consumo per capita difere muito entre paises e areas, no
entanto, o consumo de cebola estd aumentando em todo o mundo. Esta espécie pode ser
diferida quanto a forma do bulbo, cor das escamas externas (amarelo, vermelho, branco),
pungéncia (de leve e doce a muito picante), vida de armazenamento do bulbo e teor de
matéria seca. Além disso, sua constituicdo quimica também pode variar consideravelmente
entre os cultivos (SLIMESTAD et al., 2007).

De acordo com a literatura, a cebola tem aproximadamente 90% de agua com alto
teor de fibra dietética e acUcares. Em termos de vitaminas e minerais, a cebola apresenta
baixo teor de sodio e alto teor de vitamina B6, &cido folico, calcio, magnésio, fésforo e
potassio. Além disso, tem baixo teor de lipidios e entre o contetdo de aminoacidos apenas
a arginina e o acido glutamico sdo notaveis (SULERIA et al., 2013). Dois subgrupos de
flavonoides sdo encontrados na cebola, as antocianinas, que conferem uma cor vermelha a
roxa e os flavonoides, como a quercetina e seus derivados, responsaveis pelas peles
amarelas e marrons de diferentes variedades (GRIFFITHS et al., 2002; SULERIA et al.,
2013; FARAG et al., 2017), sendo estes ultimos, os predominantes. Também apresentam
altas concentragdes de sulfoxidos de cisteina (LEE et al., 2011; SULERIA et al., 2013;
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WERMES et al., 2017; FARAG et al., 2017), responsaveis pela pungéncia, bem como
carboidratos ndo estruturais como glicose, frutose, sacarose e frutanos de baixo peso
molecular. A literatura também relata saponinas e peptideos, compostos que também
contribuem potencialmente para a satide (SULERIA et al., 2013; LANZOTT]I, 2006).

Considerando o alto valor nutricional e terapéutico, a producdo de filmes e
recobrimentos a partir de cebola para aplicacdo como embalagem ¢é interessante. No
entanto, apesar de ser uma proposta inédita e inovadora, os filmes de cebola para o
desenvolvimento de embalagens comestiveis devem ser avaliados antes de serem

considerados atoxicos e seguros para 0 consumo humano.

1.2. Embalagens biodegradaveis

O grande consumo ao longo dos anos de produtos plasticos constituidos por
polimeros ndo biodegradaveis vem causando considerdveis problemas ambientais, pelo
fato de possuirem elevada resisténcia a degradacdo demorando centenas de anos para
serem assimilados por microrganismos e se decomporem. Para minimizar os impactos
ambientais causados pelo descarte inadequado de produtos fabricados com pléasticos,
pesquisadores vém buscando alternativas ecologicamente viaveis (BRITO et al., 2011).
Uma solucdo recentemente encontrada é o desenvolvimento de filmes e embalagens
biodegradaveis a partir de polimeros provenientes de fontes renovaveis, a qual apresenta
grande potencial de expansdo, devido sua viabilidade técnica e econémica (FARIAS et al.,
2012).

Segundo a ASTM (American Society for Testing and Materials), uma embalagem
biodegradavel é a aquela capaz de se decompor em didxido de carbono, 4gua, metano,
compostos inorganicos ou biomassa, sendo 0 mecanismo predominante de decomposicéo a

acdo enzimatica de microrganismos (ASTM, 2005).

Neste contexto, existe um interesse crescente da industria alimenticia no
desenvolvimento de filmes comestiveis baseados em biopolimeros, devido ao grande

potencial desses filmes em melhorar e manter a qualidade do alimento. Os filmes
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comestiveis podem servir como suporte de aditivos alimentares, incluindo agentes
antioxidantes, vitaminas, corantes, agentes antimicrobianos e aromas, melhorando a
integridade do alimento (FARIAS et al., 2012). Além disso, os materiais empregados em
suas formulagBes devem ser atdxicos e seguros para o consumo humano (e.g. considerados
GRAS - Generally Recognized as Safe - pela Food and Drug Administration

estadunidense).

No Brasil, alguns grupos ja trabalham nessa linha de pesquisa, um deles est4 no
Laboratorio de Embalagem de Alimentos da Embrapa Agroinddstria Tropical (Fortaleza,
CE), onde sdo desenvolvidos filmes e revestimentos biodegradaveis baseados em
polimeros naturais, incluindo amido, alginato, cera de carnalba, goma de cajueiro, gelatina
de peixe, além de polpas de frutas (REINOL, 2015). Adicionalmente, pesquisadores da
Embrapa Instrumentacdo (S@o Carlos-SP) desenvolveram peliculas comestiveis de
diferentes alimentos como espinafre, mamdo, goiaba, tomate; esta técnica permite utilizar

outros alimentos como matéria-prima (FREIRE, 2015).

No entanto, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), em resposta as
constantes inovacgdes tecnoldgicas, exige uma comprovacao pré-mercado da seguranca do
uso de determinados alimentos e ingredientes. Isso acontece por meio de estudos
toxicologicos que contribuirem na identificacdo de efeitos adversos potenciais e na
definicdo das condicBes de exposicdo necessarias para induzir tais efeitos. Os dados
obtidos sdo extremamente relevantes e tem como objetivo proteger a saude da populacgéo e

reduzir os riscos associados ao consumo desses produtos (ANVISA, 2013).

1.3. Citotoxicidade

A avaliagéo da toxicidade consiste em investigar os efeitos nocivos decorrentes das
interacOes de substancias quimicas com o organismo (MINE, 2003), sendo assim, ensaios
em sistemas in vitro e in vivo sdo realizados antes da aprovagdo de qualquer novo

composto para testes em seres humanos (RANG et al., 2004).
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Diversos métodos in vitro utilizando-se culturas celulares ja foram padronizados;
estes sdo denominados testes de citotoxicidade (ROGERO et al.,, 2003). Segundo
Eisenbrand (2002), a citotoxicidade € a capacidade que um composto possui de induzir
morte celular quando entra em contato com uma cultura de células, portanto, sdo Uteis e
necessarios para definir a citotoxicidade basal, isto é, a habilidade intrinseca de um
composto em causar morte celular como consequéncia de danos as fungdes basicas

celulares por diferentes mecanismos.

Na toxicologia in vitro, os sistemas celulares mais empregados incluem: culturas
primarias, linhagens imortalizadas, celulas geneticamente modificadas, células troncos,
células em diferentes estagios de diferenciacdo, co-culturas de diferentes tipos celulares,
culturas tridimensionais, amostras de tecidos e sistemas de barreira (ZUCCO et al., 2004;
FREITAS, 2010).

Ao longo de varios anos de pesquisa foram estabelecidos parametros que podem ser
analisados nos ensaios de citotoxicidade, sendo os mais frequentes a inibicdo da
proliferacdo celular, dano na membrana celular, danos em organelas, alteracGes
morfolégicas e reducdo da funcdo metabdlica (DANTAS, 2014; EISENBRAND, 2002).

O ensaio colorimétrico do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo de
tetrazdlio) desenvolvido por Mosmann (1983) € possivelmente um dos mais versateis e
empregados na literatura. O ensaio detecta somente células vivas e o sinal gerado é
dependente do grau de ativacdo dessas células. O método pode ser usado para medir a
citotoxicidade, proliferacéo ou ativacdo celular (MOSMANN, 1983).

Células metabolicamente ativas utilizam o MTT, um sal solivel em &gua de
coloracdo amarela como substrato e o0 reduz através da clivagem do anel pela atividade de
desidrogenases mitocondriais, presentes e funcionais exclusivamente nestas células vivas a
um produto de cor violeta e insoltvel em agua, o sal formazan 1-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
3,5-difenilformazan. Dessa forma, a redugdo do MTT a formazana (Figura 1) sera
diretamente proporcional a atividade mitocondrial e a viabilidade celular (NOZAKI, et al.,
2012).

De uma maneira geral, ensaios citotoxicos com diferentes culturas podem ser

utilizados com sucesso e possuem como vantagens serem reprodutiveis, rapidos, sensiveis
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e financeiramente acessiveis para a execu¢do do estudo da biocompatibilidade in vitro
(ROGERO et al., 2003).

Figura 1. Estrutura molecular dos sais MTT e formazan.
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Fonte: SIGMA ALDRICH. Disponivel em; <http://www.sigmaaldrich.com/technical -

documents/articles/biofiles/cell-viability-and-proliferation.html>
1.4. Mutagenicidade

No seu dia-a-dia, 0 Homem estd exposto a inUmeros agentes bioldgicos, fisicos e
quimicos, sintéticos ou naturais (VARANDA, 2006) com efeitos mutagénicos e/ou
carcinogénicos (ANTUNES et al., 2000).

As mutacOes podem ser espontaneas causadas por erros de replicacdo do DNA,
danos ao DNA como oxidacdo e sequéncias altamente repetitivas ou serem induzidas
(GRIFFITHS et al., 2001), podendo ser manifestada como uma alteragdo herdavel em
decorréncia de mutacdo em células germinativas e/ou mutacdes somaticas favorecendo o
desenvolvimento de tumores ou outros processos cronicos degenerativos (DEARFIELD et
al., 2002)

Ainda podem ser classificadas em mutacdes gendmicas (afetam o numero de
cromossomos da célula), mutagGes cromossdémicas (alteram a estrutura de cromossomos

especificos) e mutacdes génicas (alteram genes individualmente) (NUSSBAUM et al.,
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2002). As mutacdes cromossomicas subdividem-se em mutagOes estruturais, que
correspondem a alteracbes da morfologia e da estrutura do cromossomo e mutagdes
numéricas quando ocorre durante a meiose. Ja as mutacfes génicas podem ocorrer por
substituicdo de base Unica, inser¢do ou delecdo (GRIFFITHS et al., 2001). Assim, s&o
responsaveis por causar maltiplos efeitos os quais, na grande maioria, os resultados sao
maléficos, como malformacGes congénitas, envelhecimento celular, teratogénese e
carcinogénese (SILVA et al., 2003). Por isso, a avaliacdo do risco humano através da
investigagdo do potencial que algumas substancias tém de causar danos no material
genético é extremamente importante (OLIVEIRA et al., 2013).

1.4.1. Ensaio do Citoma

O teste do micronicleo (MN) é um método utilizado para avaliar danos
cromossOmicos, pois detecta tanto perda quanto quebra cromossomica (CHEQUER et al.,
2009), sendo entdo um biomarcador para identificacdo de agentes clastogénicos e
aneugénicos (THIERENS & VRAL, 2009). As alteracbes cromossomicas identificadas
neste ensaio sdo verificadas atraves da contagem de estruturas circulares envoltas por uma
membrana nuclear, chamadas MNs (Figura 2), que sdo formadas por fragmentos
cromossdmicos ou cromossomos inteiros que se atrasaram durante a anafase e ndo foram
incorporados aos nucleos das células filhas (BARROS et al., 2005; THIERENS & VRAL,
2009; SCHUNK et al., 2015).

Figura 2. Microndcleo em célula binucleada

@

4
Fonte: FENECH (2007)
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A fim de aumentar a sensibilidade do teste na identificacio dos danos
cromossémicos, € realizado o ensaio do Citoma. Essa metodologia, proposta por Fenech
(2007) consiste na adicdo de citocalasina B, uma substancia que atua como inibidor de
actina, impedindo a formacdo do anel contréatil que induz a citocinese. Com isso, células
binucleadas s&o formadas, pois apesar da citocalasina B bloquear a citocinese, a divisao
nuclear continua normalmente (FENECH, 2007). Em consequéncia disso, um acumulo de
células binucleadas a partir de células que passaram por apenas um ciclo de divisdo é
observado (THIERENS & VRAL, 2009). Dessa maneira, além de MNs, ocasionalmente,
pontes nucleoplasmaticas (PNPs), brotos nucleares (BRs), células apoptdticas e células
necroticas podem ser observadas (FENECH, 2007) (Figura 3).

A expressdo de MNs pode ser usada como um marcador substituto de
hipometilacdo no DNA. Ja a quantificacdo de PNPs fornece evidéncias diretas de rearranjo
cromossémico e danos gendmicos, que nao seriam possiveis apenas utilizando MN como
parametro. As PNPs podem ser ocasionadas quando cromossomos dicéntricos, originados a
partir de quebras erradas no DNA, tém seus centrébmeros puxados para polos opostos da
célula durante a anafase, formando pontes anafasicas, que poderdo ser visualizadas
posteriormente como PNP, ou ainda devido a fusdo de teldmeros, causada por
encurtamento telomérico ou perda de proteinas de cobertura dos telémeros. O processo de
formacdo de BRs ocorre durante a fase S, sendo caracterizados por ter a mesma morfologia
que o MN, com a excec¢do de que ainda estdo ligados ao nucleo por uma haste estreita ou
larga de material nucleoplasmatico, dependendo do estagio do processo de brotamento. Os
brotos estdo relacionados com o processo de amplificacdo génica e séo classificados como
um dos mecanismos de formacdo dos MNs, apesar de a duracdo desse processo ser
desconhecida (FENECH, 2007).
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Figura 3. Possiveis destinos das células expostas a agentes citotdxicos e/ou genotdxicos

apos bloqueio de citocinese
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Fonte: adaptado de FENECH (2007)

Esse teste pode ser realizado por meio de cultura celular com diversos tipos
celulares de roedores, CHO (células de ovario de hamster chinés) e V79 (fibroblastos de
pulméo de hamster chinés), ou humanos, como, por exemplo, TK6 (linfoblasto humano) e
HepG2 (carcinoma hepatocelular humano), ou ainda em experimentos in vivo utilizando
células hematopoiéticas de roedores (FENECH, 2007; OECD 487, 2016).

A perda e ndo-disjuncdo cromossomica desempenham papéis chave no
envelhecimento celular. Além disso, a determinacgdo da frequéncia de MNs é considerada
como um importante biomarcador carcinogénico, uma vez que células micronucleadas
aparecem com frequéncia em exames de pacientes com cancer (BONASSI et al., 2003;
2007).

Diante dos parametros mencionados acima, a boa confiabilidade e facilidade de
reproducdo, o ensaio do MN tornou-se uma técnica citogenetica padrdo para testes de
toxicologia genética em células humanas e de mamiferos em geral (FENECH, 2007;
THIERENS & VRAL, 2009; CHEQUER et al., 2009).
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1.4.2. Teste de Ames

O teste de Ames foi desenvolvido pelo Dr. Bruce Ames e colaboradores na década
de 70 e revisado por Maron e Ames (1983). E um teste in vitro utilizado para avaliar
possiveis efeitos mutagénicos causados por substancias puras, misturas complexas e
amostras ambientais (TAGLIARI et al., 1999).

Este ensaio que pode ser realizado utilizando Salmonella typhimurium e/ ou
Escherichia coli baseia-se no conhecimento de que uma substancia que é mutagénica na
bactéria pode subsequentemente ser carcinogénica em animais de laboratorio e, portanto,
apresenta um risco de cancer para humanos. A facilidade, rapidez e o baixo custo do teste
fazem dele uma importante ferramenta para o rastreamento de substancias com possivel
potencial de carcinogenicidade (MARON e AMES, 1983).

Vérias linhagens podem ser usadas no teste. Cada uma é geneticamente diferente;
assim, o uso de multiplas cepas aumenta a possibilidade de detectar um mutageno. As
linhagens de Salmonella mais usadas s&éo TA97a, TA98, TA100, TA102, TA104, TA1535,
TA1537 e TA1538. Elas carregam um gene mutante que as impedem de sintetizar o
aminoacido essencial histidina em um meio de cultura bacteriano padrdo. Ja a linhagem de
E. coli, WP2 uvrA pKM101 rotineiramente utilizada, é portadora de um gene mutante que
impede a sintese do aminoacido essencial triptofano. Assim, estas bactérias s6 podem
sobreviver e crescer em meio contendo excesso de histidina (ou triptofano no caso da E.
coli). No entanto, na presenca de um mutageno, 0s genes mutados podem sofrer uma nova
mutacdo, permitindo que as bactérias crescam em meios contendo apenas tracos de
histidina ou triptofano adicionais, levando a uma recuperacdo da atividade ou funcdo
normal (MORTELMANS e ZEIGER, 2000; MARON e AMES, 1983).

Outro ponto que deve ser considerado € que em seres humanos e outros mamiferos,
0 sistema metabdlico baseado no citocromo P450, presente principalmente no figado, é
capaz de metabolizar um grande nimero de compostos quimicos eletrofilos que se tornam
reativos ao DNA, ou seja, muitos produtos quimicos ndo sdo mutagénicos (ou
carcinogénicos) em suas formas nativas, mas podem ser convertidos em substancias

mutagénicas pelo metabolismo no figado. Como as bactérias ndo tém a capacidade
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metabdlica, um sistema de ativacdo exdgeno de mamifero deve ser adicionado ao teste. Os
protocolos do teste de Ames recomendam enzimas hepaticas de rato ou hamster, o que é
chamado de fragdo microssomal S9. Este sistema de ativacdo metabolica consiste na fracdo
sobrenadante de homogeneizado de figado de rato incorporado no sistema-teste na
presenca de NADP (nicotinamida adenina dinucledtido fosfato) e co-factores para
oxidagdo (mistura S-9) (MORTELMANS e ZEIGER, 2000; MARON e AMES, 1983).

Frente a tudo isso, ao longo dos anos, o teste de Ames tem sido reconhecido pela
comunidade cientifica, governo, agéncias e corporacdes. E usado em todo o mundo para o
screening inicial, a fim de determinar o potencial mutagénico de novos produtos quimicos
e drogas, devido seu alto valor preditivo para a carcinogenicidade. Além disso, os dados
dos testes sdo submetidos a agéncias reguladoras em apoio ao registro ou aceitacdo de
muitos produtos quimicos, incluindo drogas e biocidas (CETESB, 1993; MORTELMANS
e ZEIGER, 2000; TEJS, 2008; BARBEZAN et al., 2017).

Tabela 1. Caracteristicas genotipicas e fenotipicas das cepas padrdes sugeridas para o
Teste de Ames utilizadas no estudo

Cepa Mutacéo His Plasmideos Outras mutac¢Ges Tipo de mutagdo detectével

TA98  hisD3052 pKM101 rfad(uvrBchlbio) Frameshift — Delecdo G:C

TA100 hisG46 pKM101 rfad(uvrBchlbio)  Substituicdo G:C para A:T

TA97a hisD6610 pKM101 rfad(uvrBchlbio) Frameshift  Adigdo G:C
his01242

TA102 pAQ1 (hisG428) pKM101 Rfa Substituicdo A:T para G:.C

rfad: Esta mutacdo leva a perda parcial da camada de lipopolissacarideos da parede
bacteriana (LPS), tornando a célula mais permeéavel a diferentes moléculas.

uvrB: A delecdo do gene uvrB elimina o0 mecanismo de reparo por exciséo livre de erro
(error free). A delecdo se estende até o gene responsavel pela sintese da biotina, tornando

as linhagens dependentes de biotina.

pKM101: Este plasmidio R contém um gene que causa aumento no sistema de reparo

passivel de erro (error prone). O plasmidio tem a resisténcia a ampicilina como marcador.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Elucidar o perfil citotoxico e mutagénico de filmes poliméricos de Allium cepa L.

para 0 uso como embalagens comestiveis.

2.2. Objetivos Especificos

a) Determinar a atividade citotoxica dos filmes de Allium cepa L. em células HepG2
(ATCC HB-8065™), carcinoma hepatocelular humano e GM-07492 fibroblastos normais

humano;

b) Avaliar a atividade mutagénica, em nivel génico, dos filmes de Allium cepa por meio de
ensaios de mutacdo génica reversa com Salmonella typhimurium, utilizando as cepas
TA98, TA97a, TA100 e TA102, na auséncia e presenca de metabolizacao;

c) Avaliar a atividade mutagénica, em nivel cromossdémico, dos filmes de Allium cepa L.,

por meio do Ensaio do microndcleo com bloqueio da citocinese em células HepG2.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtencéo das amostras

Os filmes Allium cepa L. com a finalidade de serem utilizados para embalagens
comestiveis foram produzidos e fornecidos pelo Dr. Didgenes dos Santos Dias da empresa

BioSmart Nanotechnology.

Todos os filmes foram obtidos pelo processo casting. Os bulbos de cebolas (A.
cepa L.) foram adquiridos em mercados de Araraquara e encaminhados para o
processamento. Os bulbos foram lavados para retiradas de impurezas provenientes do
solo e da colheita e transporte. Foram retiradas as peliculas externas com aspecto secas ou
deterioradas e fatiadas em quatro no sentido longitudinal e posteriormente lavadas. Tantos

os bulbos fatiados e lavados como os respectivos residuos foram processados.

Os bulbos de cebola fatiados e lavados foram posteriormente adicionados em
recipiente de vidro com agua destilada. O recipiente foi colocado na autoclave e aquecido
a 121°C, na pressdo de 1,2 kgflcm? por aproximadamente 10 minutos. ApGs o

resfriamento o liquido foi descartado, e a polpa tratada termicamente foi processada.

Foram obtidas duas amostras: filmes lavados e ndo lavados. Os filmes ndo lavados
ndo passaram por processo de filtragem, ou seja, secaram diretamente. Ja para preparacao
dos filmes lavados, a polpa foi triturada e lavada exaustivamente com agua destilada.
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Figura 4. Filmes de Cebola (Allium cepa L.). (1) Filme lavado, (I1) Filme n&o lavado.

(1)

3.2. Preparacdo das amostras para os testes

As amostras foram preparadas de acordo com os padrdes estabelecidos pelo FDA
(2002). Para a avaliacdo da citotoxicidade , os filmes com 2,5 cm? permaneceram por 24
horas a 37°C em 1 mL de meio de cultura DMEM (Dulbecco’s modification of Eagle’s
médium - Sigma — Aldrich) com 10% de Soro Bovino Fetal (SBF - Gibco), sob agitacéo.
Apo6s esse periodo, os eluatos obtidos foram utilizados a 100% e realizadas diluicGes
seriadas diretamente nas placas de 96 pocos. Para a avaliagdo da mutagenicidade, a
preparacdo das amostras seguiu 0 mesmo padréo, no entanto, para o teste de Ames, foi
utilizado DMSO e no ensaio do Citoma meio DMEM suplementado com SBF, por 72
horas a 37°C, sob agitacdo. Apds a incubacdo, foram testadas diferentes concentracGes dos

eluatos obtidos.
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3.3. Linhagens celulares

Para realizagdo dos ensaios de citotoxicidade foram utilizadas as linhagens
celulares HepG2 (ATCC HB-8065™) de carcinoma hepatocelular humano e GM-07492 de
fibroblastos normais de pulmédo humano. J& no ensaio do Citoma, apenas a HepG2 por
apresentar perfil de metabolizacdo. Essas células, obtidas no Laboratorio de
Micobacteriologia e no Laboratério de Mutagénese da FCF - UNESP, Araraquara, foram
cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% de SFB e 2,38 mg/mL Hepes (Sigma -
Aldrich) a 37°C em atmosfera Umida com 5% de CO.. Antibidticos (0,01 mg/mL de
estreptomicina e 0,005 mg/mL de penicilina) foram adicionados ao meio, a fim de prevenir
0 crescimento bacteriano. As culturas foram repicadas semanalmente por tripsinizacédo até

um maximo de 10 passagens.

3.4. Tripsinizacdo das culturas celulares

Apobs remogdo do meio de cultura, as células foram lavadas usando tampéo PBS
“Phosphate Buffered Saline” e desprendidas da superficie interna do frasco de cultura
utilizando-se 1 mL de tripsina-EDTA 0,5% (Gibco). Apos o desprendimento das células, 1
mL de meio de cultura completo foi adicionado ao frasco para a inativacdo da tripsina e
homogeneizado. Uma pequena quantidade de células foi, entdo, colocada em cultivo em
novos frascos de cultura de 25 cm? (Corning Incorporated, Acton MA, USA) contendo 5
mL de meio de cultura completo, e submetidas as condi¢cdes padronizadas de incubacao
(37°C, em atmosfera com 5% de CO e 95% de saturagdo de umidade) até a preparagdo da

proxima subcultura.
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3.5. Preparo dos estoques celulares

O estoque foi feito a partir de uma subcultura normal, entre o terceiro e quarto
repique. As células foram tripsinizadas e mantidas estocadas em viais criogénicos (2 mL)
em uma solugédo de congelamento composta de 50% de meio de cultura (DMEM), 40% de
soro bovino fetal e 10% de DMSO. O congelamento procedeu-se gradativamente, ou seja, -
20°C por 3 h, -70°C por 3 h e nitrogénio liquido (-195°C) para estocagem definitiva.

3.6. Descongelamento dos estoques celulares

O vial criogénico retirado do nitrogénio liquido permaneceu em temperatura
ambiente até que seu conteldo estivesse completamente descongelado. Este conteudo foi
colocado em um tubo de centrifuga estéril (Corning Incorporated, Acton MA, USA - 15
mL) contendo 5 mL de meio de cultura completo e submetido a centrifugacdo por 3
minutos a 1000 rpm. O sobrenadante foi descartado e, ao pellet, foi acrescentado 2 mL de
meio de cultura completo. A suspenséo celular foi transferida em um novo frasco contendo
5 mL de meio de cultura completo, o qual foi incubado nas condigbes previamente
descritas.

3.7. Ensaio de viabilidade celular pelo MTT

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados utilizando o ensaio do MTT, através
de uma avaliacdo da proliferacdo celular e analise de colorimétrica, a fim de medir o

metabolismo celular.

As linhagens celulares HepG2 e GM-07492 foram incubadas sob condigGes
padronizadas de cultivo celular em garrafas de cultivo de 75 cm?, contendo meio de cultura
DMEM, suplementado com 10% SFB.
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Para a realizacdo dos experimentos, as células foram recolhidas das garrafas de
cultivo utilizando 1 mL de tripsina-EDTA 0,5% (Gibco), centrifugadas a 1500 rpm por 5
minutos e contadas em camara Newbauer, utilizando o método de exclusdo pela solucéo
azul de trypan a 0,004% (Sigma), que cora as células invidveis, a fim de ajustar a
concentragéo para 1,5x10° células/mL.

Em seguida, foram semeadas em microplacas de 96 pocos (TPP) obtendo uma
concentragio celular de 1,5 x 10* células/poco, a qual foi incubada, sob condicdes

padronizadas de cultivo, durante 24 h para permitir a aderéncia celular.

Para os tratamentos, os filmes foram preparados como descrito no Item 3.2 e
avaliados em concentracdes que variaram de 3,12% a 100%. Também foram incluidos os
controles negativo (sem tratamento) e positivo (MMS — metilmetanosulfonato — 300 uM).

Todos os tratamentos foram realizados em triplicata e em trés experimentos independentes.

ApoGs 24 h de tratamento, as celulas foram novamente lavadas com solucéo PBS e
50 puL de uma solugdo de MTT (0,5 mg/mL) foram adicionados em cada pogo, seguindo
por uma incubacao de 4 h. Ap0s este tempo, os cristais de MTT-formazan formados foram
solubilizados com 100 pL de 2-propanol (SIGMA-AIldrich) e a absorbancia foi medida em
570 nm (Polaris®).

O controle negativo foi designado como 100% e os resultados foram expressos

como uma percentagem do controle negativo.

3.8. Mutagenicidade

3.8.1. Teste do micronucleo com bloqueio de citocinese (citoma)

O ensaio do citoma em células HepG2 foi realizado de acordo com o protocolo
estabelecido por Fenech (2007), com algumas modificacGes. Os ensaios foram realizados

entre o quinto e o décimo subcultivo, devido a maior estabilidade celular.

As células foram cultivadas como descrito no ensaio de viabilidade celular.
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Para a realizacdo do teste do MN, apds atingirem 90-95% de confluéncia, as células
foram recolhidas da garrafa de cultivo com 1 mL de Tripsina-EDTA e contadas em camara
de Neubauer, com o objetivo de se estimar o volume apropriado de células necessario para

0 preparo da suspenséo celular.

Uma quantidade de 5,0 x 10° células foram inicialmente semeadas em cada frasco
de cultura de 25 cm? (Corning) em 5mL de meio de cultura completo, e entdo incubadas a
37°C, 5% CO:..

Ap0s 24 h de incubagdo para adesdo celular, as células foram lavadas com solucéo
PBS e entdo submetidas ao tratamento com trés diferentes concentragdes dos eluatos de

filmes lavados e ndo lavados (50, 25 e 12,5%).

Como agente indutor de danos foi utilizado a aflatoxina By (AFBi, 5 uM, Sigma-
Aldrich) para avaliar a capacidade metabolica das células HepG2, além do controle

negativo (sem tratamento) que também foram incluidos na anélise.

Apds 24 h de tratamento, foi adicionado a cada garrafa, 50 pL de citocalasina B

(3,0 ug/mL) para interromper a citocinese, incubando, entéo, por mais 28 h.

Para colheita, as células foram lavadas com 5 mL de PBS, tripsinizadas com 1 mL
de tripsina-EDTA 0,25% (Gibco) e centrifugadas a 900 rpm por 5 minutos. O sedimento
celular foi hipotonizado com 3 mL de soluc¢éo de cloreto de potassio (Sigma) (1%) a 37°C,
e entdo levemente homogeneizado. Essa suspensdo de células foi centrifugada sob as
mesmas condicdes. Posteriormente, o sedimento foi resuspendido em metanol: &cido
acético (3:1) para fixacdo, homogeneizado e centrifugado novamente. As células fixadas

foram gotejadas sobre ldminas previamente lavadas.

Apds a secagem das laminas em temperatura ambiente, o material foi corado com

Acridine Orange (1 mg/mL) no momento da analise por microscopia de fluorescéncia.

O critério usado para analise de MNs, PNPs e BRs foi estabelecido por Fenech
(2007). Um total de 6000 células binucleadas viaveis foi avaliado para cada tratamento e
controles, sendo 2000 células/cultura/repeticdo. Além disso, foram contadas 1500 células
viaveis, com citoplasma bem preservado, entre mononucleadas, binucleadas, trinucleadas e

multinucleadas (quatro ou mais nucleos) para o calculo do indice de Divisdo Nuclear
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(IDN), ou seja, 500 células/cultura/repeticdo (FENECH, 2007). O IDN foi calculado de

acordo com Eastmond e Tucker (1989), utilizando a férmula:

[M1 + 2(M2) + 3(M3) + 4(M4)]
N

IDN =

onde M1 - M4 ¢é o nimero de células com 1, 2, 3 e 4 ndcleos, respectivamente, e N é o
numero total de células vidveis. A frequéncia de MNs, PNs, BRs e os IDNs foram

calculados a partir de trés experimentos independentes para garantir a reprodutibilidade.

3.8.2 Teste de Ames

As linhagens TA100, TA98, TA102 e TA97a de S. typhimurium foram gentilmente
cedidas pela Prof® Dr? Eliana Aparecida Varanda da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Araraquara (UNESP). Essas linhagens foram inicialmente adquiridas através do Dr.
Bruce Ames da Universidade de Berkeley, California, EUA.

Com auxilio de alca de inoculacdo, pequena quantidade da cultura estoque
congelada foi semeada em 30 mL de caldo nutriente (Oxoid n° 2), incubada a 37°C, por
12-16 horas, em shaker incubador (37°C — 160 rpm), de modo a obter uma densidade de 1-
2 x10° bactérias/ mL.

Como controles positivos foram utilizados agentes mutagénicos padrdes para
confirmar as propriedades de reversdo e especificidade de cada cepa. 4-
nitrofenilenodiamino (10 pg / placa) para TA98 ¢ TA97a, azida soédica (1,25 ug / placa)
para TA100 e mitomicina C (0,5 pg / placa) para TA102 em experimentos sem a mistura
S9 e 2-antramine (1,25 ug / placa) em todas as linhagens nos experimentos com ativagao
metabolica. O controle negativo foi o DMSO (100 pL/ placa), veiculo utilizado na

preparacgéo dos eluatos de filmes de cebola.

Para o ensaio de pré-incubacéo, diferentes concentragdes dos eluatos (12,5, 25, 50,
75 e 100 pL) foram misturadas a 0,5 mL de tampdo fosfato 0,2M pH 7,4, 0,1 mL de
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cultura de bactérias e incubadas por 20 minutos a 37°C. Nos ensaios com ativacdo
metabolica, foram adicionados, em substituicdo ao tampdo fosfato, 0,5 mL da fracdo
microssomal S9 (S9 mix) preparada a partir de homogeneizados de figado de ratos Sprague
Dawley, previamente tratados com Aroclor 1254, adquiridos sob a forma liofilizada da
Moltox Molecular Toxicology Inc., Boone, USA. Essa mistura S9 revela se a substéncia ou
amostra € mutagénica em sua forma original ou se necessita ser metabolizada ou ativada
para se tornar mutagénica. O sistema de ativacdo metabdlica consiste de 4% de fragdo S9,
1% de 0,4 M de cloreto de magnésio, 1% de 1,65 M de cloreto de potéassio, 0,5% de 1 M
de glicose-6-fosfato e 4% de 0,1 M de b-nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato 0,1 M,
além de 50% de 0,2 M de tampédo fosfato pH 7,4 e 39,5% de agua destilada esteril
(MARON e AMES, 1983).

Decorrido o tempo de incubagdo, 2 mL de “top agar” (4dgar de superficie),
suplementado com tracos de L-histidina (50 uM) e D-biotina (50 uM), foram adicionados
a mistura presente nos tubos. O contetido de cada tubo, assim composto, foi levemente
homogeneizado em vortex e vertido sobre a superficie de uma placa contendo dgar minimo
glicosado. Apo6s solidificagdo do “top agar”, as placas foram incubadas por 48 h, a 37°C.
Ao término desse periodo, foi realizada a contagem do nimero de col6nias revertentes por
placa. Os ensaios foram realizados em triplicata.

3.9. Analise estatistica

Os dados obtidos nos ensaios de viabilidade celular e do citoma foram submetidos
ao programa estatistico GraphPad Prism5 (Graph-Pad Software Inc., San Diego, CA, USA)
a analise de variancia ANOVA (assumindo p < 0,05), seguida pelo pds-teste de Tukey.

No teste de Ames, os resultados foram analisados utilizando o programa estatistico
Salanal (U.S. Environmental Protection Agency, Monitoring Systems Laboratory, Las
Vegas, NV, versdo 1.0, do Research Triangle Institute, RTI, Carolina do Norte, EUA),
adotando o modelo de Bernstein et al. (1982). Os dados (revertentes/ placa) foram
avaliados pela analise de variancia (ANOVA), seguido de uma regressdo linear. Além

disso, o indice de mutagenicidade (IM) foi calculado para cada concentracéo testada, sendo
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este média do numero de revertentes/ placa com o composto-teste (revertentes induzidas)
dividida pela média do nimero de revertentes/ placa com o controle (solvente) negativo. A
amostra € considerada mutagénica quando hd uma relacdo dose resposta entre as
concentragOes e o numero de revertentes induzidos e/ ou quando o IM for maior ou igual a
dois em pelo menos uma das doses testadas (MORTELMANS e ZEIGER, 2000).

M N2 de revertentes/placa com o composto — teste (induzidas)

N? de revertentes /placa com o controle negativo (solvente)
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4. RESULTADOS

4.1. Citotoxicidade

Os resultados do teste do MTT para avaliagdo da viabilidade celular estdo
apresentados nas Figuras 5 e 6, expressos em porcentagem de células viaveis, para as
culturas de células HepG2 e GM-07492, respectivamente, tratadas com as diferentes

concentragdes dos eluatos dos filmes de cebola lavados e nédo lavados.

Tanto o filme lavado quanto o ndo lavado apresentaram um reducédo
estatisticamente significativa (p < 0,05) na viabilidade celular nos tratamentos com as
maiores concentracfes testadas (100, 50 e 25% dos eluatos) comparado ao controle
negativo nas culturas de HepG2. Essa reducdo foi de aproximadamente 30% para o filme

lavado e 50% para o ndo lavado na maior concentracdo avaliada.

Com relacéo as culturas de GM-07492, as diferencas estatisticamente significativas
na viabilidade celular nos tratamentos com os filmes ndo lavados foram mais acentuadas.
A reducéo foi estatisticamente significativa até a concentracdo de 12,5%, com morte de
aproximadamente 60 % na maior concentracdo avaliada. Ja os filmes lavados induziram
uma alteragéo estatisticamente significativa na viabilidade celular somente nos tratamentos

com 100 e 50% do eluato quando comparado ao controle negativo.

Os resultados obtidos também mostraram uma reducdo estatisticamente
significativa na viabilidade celular das culturas tratadas com MMS (controle positivo),
garantindo a sensibilidade do sistema-teste. A viabilidade celular de GM-07492 frente ao
MMS foi aproximadamente 46% e de HepG2 43%.
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Figura 5. Viabilidade celular determinada pelo ensaio do MTT em células HepG2 tratadas
por 24 horas com diferentes concentragdes dos extratos dos filmes lavados e nao lavados
de Allium cepa L. CN: controle negativo (DMEM com 10% de SBF — 100% de viabilidade
celular) CP: controle positivo (metilmetanosulfonato, 300 uM — 43% de viabilidade
celular). Resultados obtidos de trés ensaios independentes. *estatisticamente diferente do
CN (p<0,05, ANOVA, seguido pelo teste de Tukey).
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Figura 6. Viabilidade celular determinada pelo ensaio do MTT em células GM-07492
tratadas por 24 horas com diferentes concentraces dos extratos dos filmes lavados e nédo
lavados de Allium cepa L. CN: controle negativo (DMEM com 10% de SBF — 100% de
viabilidade celular) CP: controle positivo (metilmetanosulfonato, 300 uM — 46% de
viabilidade celular). Resultados obtidos de trés ensaios independentes. *estatisticamente
diferente do CN (p<0,05, ANOVA, seguido pelo teste de Tukey).
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4.2. Mutagenicidade

A tabela 2 apresenta as médias e os desvios padrdo da frequéncia de MNs, PNPs,
BRs (Figura 7) e IDN induzidos pelos tratamentos com os eluatos de filmes de cebola

lavado e nédo lavado em cultura de células HepG2.

Os resultados obtidos mostraram que as concentracdes avaliadas dos filmes ndo
induziram um aumento, estatisticamente significativo, no numero total dos parametros
avaliados em relacdo ao controle negativo, indicando assim que estes eluatos ndo foram

capazes de induzir mutacdes cromossémicas nas condicdes utilizadas neste estudo.

Além disso, podemos observar que ndo houve diferengas estatisticamente
significativas nos valores de IDN, demonstrando também a auséncia de citotoxicidade.

O IDN fornece uma medida do estado proliferativo das células viaveis. Sendo
assim, o menor valor possivel de IDN € 1,0, o que ocorre quando todas as células nédo se
dividiram ou ndo tiveram a citocinese bloqueada e, portanto, estdo todas mononucleadas.
Se todas as células completaram um ciclo de divisdo e, portanto, estdo todas binucleadas, o
IDN sera 2,0. Neste estudo, os valores dos tratamentos com os eluatos variaram de 1,7 a
1,9.



40

Tabela 2. Média e desvio padrdo do numero de Microndcleos (MNSs), Pontes
Nucleoplasmaticas (PNPs), Brotos Nucleares (BRs) e indice de Divisdo Nuclear (IDN) de
culturas de células HepG2 tratadas com diferentes concentracdes dos extratos dos filmes de

cebola lavado e ndo-lavado

Tratamentos MN?2 PNP2 BR?2 IDNP
DMEM 31 1+1 3+1 1,92 +0,16
AFB1 21°+1 3+x1 12¢+1 1,38+ 0,04
12,5%
Nao lavado 4+2 0+0 5+1 1,94+0,14
Lavado 2+1 0+0 1+0 1,89+0,18
25%
Nao lavado 3+1 0+0 4+1 1,94+ 0,12
Lavado 2+0 0+0 3+0 1,93+ 0,11
50%
Nao lavado 1+0 0+0 2+0 1,77 + 0,09
Lavado 2+1 0+0 1+0 1,94 +0,21

Valores mostrados como media + desvio padréo.

MN: micronucleo; PNP: ponte nucleoplasmética; BR: brotos nucleares, IDN: indice de divisdo nuclear.
Controle negativo: DMEM; Controle Positivo: AFB; - aflatoxina By (5 uM)

2 Um total de 2000 células binucleadas foram analisadas por grupo de tratamento.

b Um total de 1000 células foram analisadas por grupo de tratamento.

°Estatisticamente diferente do grupo DMEM(P < 0,05).

Figura 7. Alteragbes cromossdmicas: Microndcleos (A), pontes nucleoplasmaticas (B) e

brotos nucleares (C) amplitude 1000x, células HepG2 coradas com Acridine Orange

Fonte: Arquivo pessoal
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J& o teste de Ames foi realizado na presenca e auséncia da fragdo S9, usando o
método de pré-incubacdo. As Tabelas 2 e 3 apresentam a média do numero de
revertentes/placa (M), o desvio padrdo (DP) e o indice de mutagenicidade (IM) ap6s 0s
tratamentos com as diferentes concentracGes (12,5%; 25% e 50%) dos extratos dos filmes

néo lavados e lavados, respectivamente.

Ap0ls a exposicdo das linhagens bacterianas aos eluatos de filmes de cebola, os
resultados obtidos mostraram que o filme nédo lavado induziu um aumento estatisticamente
significativo no nimero de coldnias revertentes em comparacdo ao controle negativo nas
linhagens TA98, TA100 e TA102. No entanto, os resultados mostraram somente indicios

de mutagenicidade, pois o indice de mutagenicidade méaximo foi de 1,9 (Tabela 3).

Ja com o filme lavado ndo foi observado qualquer aumento estatisticamente
significativo do numero de revertentes, em nenhuma das concentracbes e linhagens
utilizadas, na auséncia e presenca de ativagdo metabolica (Tabela 4). Esses resultados
levam a conclusdo de que este filme ndo é capaz de provocar mutacdes geénicas,

evidenciado pelo Teste de Ames.
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Tabela 3. Atividade mutagénica expressa através da média e desvio padrdo do nimero de revertentes/placa e indice de mutagenicidade nas
linhagens TA98, TA100, TA97a e TA102 de S. typhimurium apds o tratamento com varias concentrac@es do extrato do filme de cebola nédo-

lavado, em experimentos sem (-S9) e com (+S9) ativacdo metabolica

Tratamentos Numero de revertentes (M £ SD)/ placae IM
TA 98 TA 100 TA 102 TA97a
uL/placa -S9 +859 -S9 +S9 -S9 +S9 -S89 +S9
CNa 23+6 31+38 102+ 12 107 +12 321+60 353+38 248+ 10 189+ 14

125 20+4 (0,87) 37+6(1,20) 105+4 (1,03) 112+8 (1,05) 497 +43*(1,55) 368+19(1,04) 213+12(0,86) 249+ 11 (1,32)
25  24+6 (1,068) 35+9(1,16) 101+£20(0,99) 117+10 (1,10) 511+23*(1,59) 383+17(1,08) 224+14(0,90) 254 %11 (1,34)
50  31+8 (1,33) 37+0(121) 111+19(1,09) 130+25 (1,22) 590 +44* (1,83) 442+30(1,25) 217+1 (0,88) 279%2 (1,47)
75  39+1*%(1,68) 37+7(121) 1209 (1,17) 175+22*(1,65) 573+34*(1,78) 420+9 (1,19) 213+1 (0,86) 28214 (1,49)
100  44+8+%(1,89) 38+5(1,26) 124+2 (1,21) 204+17*(1,92) 565+28*(1,76) 430+32(1,22) 224+53(0,90) 282%9 (1,49)
C+  504+48° 2899 +319° 2242 + 280° 3575 + 97° 2858 + 485¢ 1511 + 188" 1568 + 48 2690 + 490°

M * DP = media e desvio padrdo; IM = indice de mutagenicidade; @ CN = Controle Negativo: dimetilsulfoxido (DMSO — 100 pL/placa); C + = Controle Positivo — °4-
nitro-o-fenilenodiamina (10,0 pg/placa — TA98, TA97a); azida sddica (1,25 pg/placa — TA100); “mitomicina (0,5 pg/placa — TA102), na auséncia de S9 e 2-antramine
(1,25 pg/placa — TA97a, TA98, TA100); 2-aminofluorene (10,0 pg/placa — TA102), na presenca de S9. Valores entre parénteses (IM) > 2 indicam mutagenicidade.
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Tabela 4. Atividade mutagénica expressa através da média e desvio padrdo do nimero de revertentes/placa e indice de mutagenicidade nas
linhagens TA98, TA100, TA97a e TA102 de S. typhimurium ap6s o tratamento com varias concentracGes do filme de cebola lavado, em

experimentos sem (-S9) e com (+S9) ativacdo metabdlica.

Tratamentos Numero de revertentes (M £ SD)/ placae IM
TA 98 TA 100 TA 102 TA97a
pL/placa -S9 +859 -S9 + 859 -S9 +S9 -S9 +S9
CNe 23+6 31+38 102 + 12 107 +12 321+60 353+38 248+ 10 189+ 14
12,5 24+4(1,04) 29+4(0,94) 95+4 (0,93) 1085 (1,02) 396+62(1,23) 334+19 (0,94) 218+51(0,88) 195+17(1,03)
25 24+8(1,04) 29+1(0,96) 103+49 (1,01) 114+12(1,07) 422+54(1,31) 420+103(1,19) 1899 (0,76) 2117 (1,11)
50 26+4(1,12) 31+4(1,02) 108 +24(1,06) 127+7 (1,19) 445+30(1,39) 440+12 (1,25) 204+61(0,82) 226 +15(1,19)
75 27+2(1,16) 37+4(1,20) 111+4 (1,08) 141+33(1,33) 453+47(1,41) 460+32 (1,30) 208+59(0,84) 224+21(1,18)
100 30£4(1,30) 36%2(1,19) 119+12(1,16) 135+19(1,26) 478+22(1,49) 462+77 (1,31) 172+5 (0,69) 224 +34(1,18)
C+ 504 + 48P 2899 + 319° 2242 + 280° 3575+ 97° 2858 + 4851 1511 + 188f 1568 + 48° 2690 + 490°

M * DP = media e desvio padrdo; IM = indice de mutagenicidade; @ CN = Controle Negativo: dimetilsulfoxido (DMSO — 100 pL/placa); C + = Controle Positivo — °4-
nitro-o-fenilenodiamina (10,0 pg/placa — TA98, TA97a); azida sddica (1,25 pg/placa — TA100); “mitomicina (0,5 pg/placa — TA102), na auséncia de S9 e 2-antramine
(1,25 pg/placa — TA97a, TA98, TA100); 2-aminofluorene (10,0 pg/placa — TA102), na presenca de S9. Valores entre parénteses (IM) > 2 indicam mutagenicidade.
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5. DISCUSSAO

Os aditivos alimentares sintéticos sdo geralmente reconhecidos como seguros e tém
um efeito benéfico na conservacdo de alimentos. Entretanto, os consumidores tornaram-se
mais conscientes sobre 0s potenciais problemas de saude associados a essas substancias e
exigem compostos alternativos ou extratos de fontes naturais. Assim, 0 consumismo
“verde” levou a renovagdo da visdo cientifica em relagdo aos produtos naturais

(MELLADO-GARCIA et al., 2015).

No entanto, apesar dos efeitos benéficos atribuidos as plantas do género Allium,
existe uma crescente conscientizacdo sobre os riscos relacionados também aos produtos
naturais sem uma investigacdo detalhada que garanta a seguranca do seu uso. Além disso,
ndo foram encontrados estudos sobre a citotoxicidade e mutagenicidade / genotoxicidade
de filmes poliméricos de cebola que elucidam os riscos potenciais associados ao seu uso na
industria de alimentos como embalagens comestiveis. Nesse sentido, no presente estudo, as

atividades citotoxica e mutagénica foram avaliadas.

Os resultados obtidos nos ensaios de citotoxicidade revelaram que os filmes
lavados e ndo lavados reduziram estatisticamente a viabilidade celular nas maiores
concentracdes testadas em relacdo ao controle negativo quando avaliados pelo ensaio
MTT. De acordo com a norma I.S. EN 1SO 10993-5:2009, a viabilidade celular deve ser >
70% em comparagdo com o grupo controle. Os resultados mostraram que o filme lavado
apresenta-se em conformidade com a norma, frente as duas linhagens celulares (HepG2 e
GM-07492), desde a maior concentracdo utilizada (100% de eluato), enquanto que o filme
ndo lavado, a viabilidade celular acima de 70% so6 foi observada a partir da concentracao
de 25% de eluato no ensaio. Isto demonstra a possibilidade de aplica¢do, principalmente

dos filmes lavados, na industria de alimentos, de embalagens e de bioamateriais.

Com relacdo ao sistema-teste utilizado neste trabalho para a avaliagdo da
citotoxicidade, as células vivas utilizam o MTT (coloracdo amarela) como substrato que €
reduzido para produzir o sal formazan (coloracdo violeta). A quantidade de cristais
formados tem uma correlagdo positiva com o numero de células e sua atividade e a

medicdo do valor colorimétrico de absorbancia (densidade Optica) reflete o numero de
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celulas sobreviventes e atividade metabdlica. O ensaio MTT é um dos mais utilizados para
a deteccdo de citotoxicidade ou viabilidade celular ap6s a exposicdo a substancias toxicas,
sendo ja validado em diferentes linhagens celulares (FOTAKIS e TIMBRELL, 2006).

Nossos resultados estdo em concordancia com os obtidos por Cho et al. (2016), que
recentemente também observaram um efeito citotdxico nas altas doses de extrato de cebola
(20 pL/ mL) em culturas de linfocitos humanos. Murayyan et al. (2017) também
investigaram as atividades antiproliferativas, citotoxicas, indutoras de apoptose e anti-
migratorias de cinco variedades de cebola contra células de adenocarcinoma humano
(Caco-2). De uma maneira geral, os extratos, com sutis diferencas entre eles, induziram
significativamente a apoptose, reduzindo a taxa de proliferacdo e retardaram a migracao
dessas células tumorais, nas maiores concentracdes testadas. De acordo com 0s autores,
essas diferencas entre as variedades de cebolas se devem principalmente aos fatores
agronémicos e genéticos que influenciam a composi¢do, bem como a qualidade dos

fitoquimicos (por exemplo, flavonoides).

Sobre a mutagenicidade, de acordo com as Diretrizes do Comité Cientifico em
Avaliacdo da Seguranca de Alimentos (EFSA, 2016), recomenda-se uma abordagem
gradual que comega com uma bateria basica de dois testes in vitro, (1) ensaio de mutagdo
reversa bacteriana (OECDTG 471, 1997) e (2) teste do MN in vitro (OECDTG 487, 2016).

O ensaio de mutacdo reversa bacteriana em Salmonella typhimurium (teste de
Ames) ndo sO é financeiramente viavel, como reconhecido pelo FDA (Food and Drugs
Administration) e reproduzivel. De acordo com a literatura, tem sido capaz de detectar
cerca de 90% dos carcinogénicos humanos conhecidos. Por isso, € 0 método de primeira
escolha para uma avaliacdo preliminar da mutagenicidade e carcinogenicidade. E
considerado o melhor ensaio autdbnomo para identificagdo da mutagenicidade, sendo
amplamente utilizado para detectar mutacbes génicas em diversos segmentos
(MAHADEVAN et al., 2011; BARBEZAN et al., 2017). Ja o teste do MN usando células
de mamiferos € um dos métodos preferidos para avaliar danos cromossémicos, pois detecta
eficientemente agentes clastogénicos e aneugénicos (EFSA, 2011). O uso simultaneo
destes ensaios permite uma avaliagdo mais completa do risco genotdxico do composto
testado, com a maior possibilidade de detectar carcindgenos relevantes (MELLADO-
GARCIA et al., 2015).
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Os resultados negativos obtidos para o filme lavado no teste de Ames, tanto nos
ensaios com metabolizacdo como sem a fracdo S9, correlacionam-se bem com a resposta
negativa apresentada no ensaio do Citoma, bem como o filme ndo lavado que apresentou
somente indicios de mutagenicidade nos experimentos sem ativacdo metabdlica e nenhum
efeito positivo nos experimentos com ativacdo metabolica, exceto frente a linhagem
TA100 (IM méximo= 1,92). Essa falta de concordancia entre os resultados obtidos no teste
de Ames, na presenca de S9 com a cepa TAL100 e no teste do Citoma com as células
HepG2, pode ser explicada por diferencas nos modelos experimentais empregados, ou seja,
as células procariontes e eucariontes possuem diferentes captaces, metabolismo, estrutura
cromossémica e processos de reparo de DNA, podendo dessa maneira produzir metabolitos
diferentes (MELLADO-GARCIA et al., 2015). Além disso, os testes de Ames e MN
medem diferentes parametros moleculares, de modo que é possivel que um produto
quimico seja capaz de induzir quebra cromossémica, por exemplo, (medida pelo teste do
MN), mas ndo alteracdes de pares de bases avaliadas pelo teste de Ames (KIRKLANDK et
al., 2014).

As células HepG2 conservam as atividades das enzimas de fase I, tais como as do
citocromo P450 CYP1A1, CYP1A2, CYP2B e CYP2E1, como também as enzimas de fase
I, incluindo glutationa-S-transferases, sulfotransferases, N-acetiltransferases e
glucuranosiltransferases, sendo que tais enzimas estdo envolvidas no metabolismo de
carcinégenos, as quais apresentam importante funcdo na ativacdo e detoxificacdo de
carcindgenos reativos de DNA (DEHN et al., 2004; HOSHINA et al., 2013).

Roldan-Marin et al. (2009) investigaram os potenciais efeitos de salde e seguranca
de um subproduto da cebola, contendo um extrato com fruto-oligossacarideos e polifendis
e uma fracdo de residuo constituido principalmente de materiais da parede celular, a fim de
caracterizar um ingrediente alimentar potencialmente bioativo. Em conclusdo, o0s
subprodutos da cebola ndo demonstraram genotoxicidade in vivo, podem apoiar a defesa

antioxidante in vivo e alteraram a funcionalidade da microbiota intestinal de ratos.

No que diz respeito a composi¢cdo quimica, a cebola representa uma das fontes mais
comuns de flavondides na dieta humana (MURAYYAN et al., 2017). De acordo com
Rodriguez et al. (2008), dois componentes principais, o glicosideo de quercetina e o di-

glicosideo de quercetina sdo responsaveis por 80% do total de flavondides nas cebolas,
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sendo a quercetina-3,4’-O-glicosideo ¢ quercetina monoglicosideo (quercetina 4’-O-

glicosideo) os principais flavonois.

A férmula estrutural da quercetina contém todos o0s elementos estruturais
necessarios para a atividade antioxidante e pré-oxidante (RIETJENS et al., 2005), o que
podem fornecer um conhecimento sobre a sua aparente mutagenicidade in vitro (van der
WOUDE et al. 2005; HARWOOD et al, 2007) ou antimutagenicidade (RESENDE et al.,
2014). O mecanismo de mutagenicidade sugerido envolve a ativacdo metabolica, levando a
formacdo de metabdlitos catecol e subsequente oxidacdo para o-quinona e, em alguns
casos para metabdlitos p-quinona metide (van der WOUDE et al., 2005; RESENDE et al.,
2012). Dessa maneira, os indicios de mutagenicidade observados neste trabalho com
relacdo aos filmes ndo lavados no teste de Ames ndo podem ser correlacionados totalmente
devido a presenga desse flavonol no eluato, mesmo porque a quercetina induz substituigéo
de pares de bases (TA100, TA102) e, a uma taxa muito mais elevada, mutacgdes do tipo
frameshift (TA98), principalmente apos ativacdo metabolica (RESENDE et al., 2012), o

que ndo foi observado neste estudo com os filmes de cebola.

Recentemente, Farag et al. (2017) investigaram a composi¢do quimica da cebola e
do alho por meio da micro-extracdo por fase solida (SPME, do inglés solid phase
microextraction) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(SPME/GC/MS) e pela cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC, do inglés ultra-
performance liquid chromatography) também acoplada a espectrometria de massas, a fim
de avaliar o impacto da secagem na composicdo de seus metabodlitos. Os resultados
mostraram que o teor de flavonoides da cebola foi significativamente alterado apds a
secagem, permanecendo mais abundante na liofilizacdo em comparacdo com amostras
secas ao ar e microondas. Este é um importante parametro que deve ser avaliado, uma vez
que os filmes utilizados no presente estudo foram obtidos pelo método casting (secagem).
No entanto, a caracterizacdo quimica dos filmes lavados e ndo lavados ainda esta sendo

realizada.

Os compostos organosulfurados também estdo se tornando alvo de muitas
investigacOes devido aos seus potenciais efeitos quimiopreventivos e antioxidantes, mas
suas propriedades toxicas sao motivo de preocupacdo e limitam seu uso. Estdo presentes

principalmente nos Oleos essenciais de alho e cebola e estudos revelam efeitos tanto
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genotdxicos como antigenotoxicos (BIANCHINI e VAINIO, 2001; LANZOTTI, 2006;
STAN et al.,, 2008). Devido esses resultados contraditorios, a avaliacdo do perfil
toxicoldgico é necessaria antes de seu uso na industria de alimentos, particularmente para
serem incorporados em materiais de contato com alimentos (LLANA-RUIZ-CABELLO et
al., 2015; MELLADO-GARCIA et al 2015, 2017).

Llana-Ruiz-Cabello et al. (2015a) relataram a falta de mutagenicidade de dois
outros compostos organosulfurados, dipropil sulfeto e dipropil-di-sulfureto e sua mistura 1:
1, na auséncia ou presenca de ativacdo metabolica S9. De acordo com os autores, esses
compostos volateis encontrados na cebola podem ser destinados a embalagens ativas com o
objetivo de manter e estender a qualidade e o prazo de validade dos produtos. No entanto,
Mellado-Garcia et al. (2015) avaliaram a mutagenicidade/genotoxicidade do propil-
tiosulfinato (PTSO), um dos principais componentes de 6leos essenciais de cebola (Allium
cepa L.) e alho (Allium sativum L.). Os resultados revelaram auséncia de mutagenicidade
no teste de Ames, além de ndo ser capaz de induzir quebras ou dano oxidativo ao DNA
avaliados no ensaio do cometa, mas foi mutagénico no teste em Linfoma de rato (timidina-
quinase) ap6s 24 horas de tratamento (2,5 a 20 uM) e seus metabolitos (na presenga S9)
produziram resultados positivos (a partir de 15 uM) no teste do MN em células de
mamiferos. Além disso, estudos prévios de citotoxicidade demonstraram que 0 composto
PTSO induz danos em altas concentracdes em células Caco-2 e HepG2 (LLANA-RUIZ-
CABELLO et al., 2015). O mesmo foi feito com outro composto organosulfurado, o
tiossulfinato de propilpropano (PTS), que ndo foi mutagénico no teste de Ames e no teste
em Linfoma de rato, mas induziu um aumento na frequéncia de MN na maior concentracao
testada em experimentos sem e com S9 e danos no DNA pelo ensaio do Cometa
(MELLADO-GARCIA et al., 2017).

Outra questdo que deve ser considerada com relacdo a diferenca nos resultados
obtidos com os filmes lavados e ndo lavados, tanto na citotoxicidade quanto
mutagenicidade pelo teste de Ames, sdo os fatores agronémicos que podem influenciar a
qualidade dos fitoquimicos entre os cultivos de cebola (TOMAS-BAREBERAN e ESPIN,
2001), impactando negativamente os beneficios que esses nutrientes proporcionam
(MURAYYAN et al., 2017).
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Frente a tudo isso, os dados do presente estudo tém importantes implicagdes para a
analise dos riscos associados a dieta de filmes de cebola como embalagens comestiveis.
Principalmente o filme lavado pode ser incorporado com sucesso na industria de alimentos,
devido sua auséncia de mutagenicidade in vitro e em conformidade nos ensaios de
citotoxicidade. No entanto, ensaios de genotoxicidade in vivo devem ser realizados, a fim

de garantir seu uso seguro.
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6. CONCLUSAO

O estudo sobre a citotoxicidade e mutagenicidade dos extratos dos filmes lavados e

ndo lavados de cebola (A. cepa), nas condigdes utilizadas, levou as seguintes conclusdes:

- Os filmes lavados e ndo lavados apresentaram potencial citotdxico nas duas
linhagens celulares avaliadas. Frente a linhagem HepG2, o padrdo citotoxico foi
semelhante, com uma reducdo estatisticamente significativa nas maiores concentracoes
avaliadas (100, 50 e 25%) de ambos os filmes. J& nas culturas de GM-07492, o filme nédo
lavado apresentou um potencial citotoxico mais evidente nas concentracfes de 100, 50, 25
e 12,5% em comparacdo ao controle negativo. Nos tratamentos com os filmes lavados, a

reducéo da viabilidade celular foi observada somente nas concentragdes de 100 e 50%.

- Os filmes lavados e ndo lavados ndo induziram mutacdes cromossdmicas

avaliadas pelo teste do micronucleo-citoma na linhagem celular HepG2.

- No teste de Ames, os filmes ndo lavados induziram um aumento estatisticamente
significativo no numero de colbnias revertentes quando comparado com o controle
negativo. No entanto, o IM ndo foi maior que 2, ndo evidenciando, dessa maneira,
potencial mutagénico. J& os filmes lavados ndo demonstraram qualquer atividade

mutageénica, nas condicGes utilizadas neste sistema-teste.
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