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RESUMO

A decomposicéo dos corpos é considerada uma fonte de poluicéo, devido a producdo de
um liquido organico denominado de necrochorume, que, além de comprometer 0 meio
ambiente, pode causar sérios problemas a saide humana. Na composicdo desse liquido,
encontra-se a amina biogénica cadaverina (CsH14N2), uma substancia altamente toxica,
produzida durante a putrefacdo de tecidos organicos de corpos em decomposicao.
Considerando que os cemitérios sdo locais de disposicdo de cadaveres e que a
decomposicdo dos corpos gera substancias tdxicas, como a cadaverina, torna-se muito
importante a avaliagdo dos comprometimentos ambientais que possam ser
desencadeados por este contaminante. Sendo assim, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar os efeitos citotdxicos, genotdxicos, mutagénicos e oxidativos de
diferentes concentracdes da diamina cadaverina, por meio de ensaios ecotoxicolédgicos
realizados com sistemas-teste in vitro e in vivo. Foram utilizados trés sistemas-teste
distintos: Allium cepa, células de anfibio (Speedy) e células de hepatoma humano
(HepG2) mantidas em cultura e ratos Wistar. Em A. cepa, foram aplicados os testes de
aberrag6es cromossémicas (AC) e de microntcleos (MN) em células meristematicas, os
quais sdo indicativos de efeitos genotoxico e mutagénico, respectivamente. Foram
testadas as concentracdes 61,5, 184,5, 307,5, 430,5 e 553,5 mg/L. A elevada frequéncia
de aderéncias cromossémicas e células binucleadas inferem uma acdo aneugénica para a
cadaverina. Além disso, ndo houve diferenca estatisticamente significativa o Indice
Mitético (IM) e no indice de Mutagenicidade (IMut). Em relacdo ao teste da resazurina
realizado em cultura de células, utilizando células Speedy e HepG2, foi possivel
observar um efeito citotoxico para ambas as linhagens, sendo as células Speedy mais
sensiveis que as células HepG2. O ensaio do cometa realizado com as mesmas
linhagens celulares n&o apresentaram danos significativos no DNA. No entanto, no teste
do microntcleo com bloqueio de citocinese houve um aumento significativo na
frequéncia de brotos (HepG2 — 184,5 e 307,5 mg/L; Speedy — 30,75, 61,5 e 123,0
mg/L), pontes (Speedy — 30,75, 61,5 e 123,0 mg/L) e MN (HepG2 — 184,5 e 307,5
mg/L; Speedy — 123,0 mg/L), indicando uma acdo genotdxica e mutagénica para essa
diamina. Os ensaios com ratos machos Wistar, foram realizados com a administracédo
por via oral da cadaverina, nas doses de 15, 30 e 60 mg/Kg/dia, por um periodo de
exposicao de 56 dias consecutivos. Para investigar o potencial genotoxico em ratos, foi

realizado o ensaio do cometa com sangue periféricoe, a partir das medicOes da
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intensidade, comprimento e momento da cauda, foi possivel observar que a cadaverina
nédo causou diferenca significativa de quebras no DNA, comparando-se com o controle
negativo. Pelo teste do MN com células de medula 6ssea foi possivel observar que a
cadaverina ndo induziu citotoxicidade, pois ndo houve diferenca significativa na taxa de
Eritrocitos policromaticos (PCE)/Eritrocitos normocrométicos (NCE). J& para a
frequéncias de MN em PCE, houve um aumento significativo nos animais tratados com
a concentracdo de 30 mg/Kg de cadaverina, representando uma instabilidade gendmica.
A partir desses resultados podemos inferir, novamente, uma acdo aneugénica da
cadaverina. Por fim, foi avaliada a capacidade da cadaverina induzir alteragdes no
equilibrio redox das células hepéticas de ratos Wistar. Foram quantificados os grupos
sulfidrilas (-SH), os niveis de glutationa (GSH), a atividade das enzimas catalase
(CAT), superoxido dismutase (SOD), glutationa S-transferase (GST) e a peroxidacao
lipidica (método TBARS). Foi possivel observar um aumento significativo dos valores
quantificados nos ensaios para avaliagdo dos grupos -SH, para o grupo tratado com 15
mg/Kg de cadaverina. Embora alguns resultados ndo tenham apresentado diferencas
estatisticamente significativas, observamos uma ligeira diminuicdo nos niveis de GSH e
um aumento da peroxidacdo lipidica, para todas as concentracdes testadas. Esses dados
indicam que a diminuicdo da GSH pode gerar espécies reativas de oxigénio (ERO), que
resultam na peroxidacdo lipidica no figado. Quanto as atividades das enzimas CAT,
SOD e GST, ndo houve resultados significativos para nenhuma das concentracdes
testadas. Portanto, os resultados sugerem que a cadaverina pode apresentar efeitos
citotoxicos, genotdxicos, mutagénicos e oxidativos, dependendo do organismo testado.
Assim, pelos métodos aplicados nesta pesquisa foi possivel também inferir alguns
mecanismos de acdo e, assim, contribuir para o conhecimento da toxicidade da

cadaverina, uma vez que ha poucos estudos realizados na area ecotoxicologica.

Palavra-chave: Allium cepa, Cultura de células, ratos Wistar, citotoxicidade,

genotoxicidade, mutagenicidade, estresse oxidativo



ABSTRACT

The decomposition of bodies is considered a pollution resource due to the production of
an organic liquid denominated as necrochorume that, besides compromising the
environment, it can cause serious problems to human health. In the composition of this
liquid, the amine cadaverine can be found (CsHisN2), a highly toxic substance,
produced during putrefaction of organic tissues of the bodies in decomposition.
Whereas the cemeteries are disposal locals for dead bodies and that the decomposition
of the bodies generates toxic substances, like cadaverine, the evaluation of the
compromising of the environment, which can be unleashed by this contaminant,
becomes very important. Therefore, the present study aimed to evaluate the cytotoxic,
genotoxic, mutagenic and oxidative effects of different concentrations of the diamine
cadaverine, by ecotoxicological assays performed with the test systems in vitro and in
vivo. Three different test organisms were used: Allium cepa, HepG2 and Speedy cells
maintained in culture and Wistar rats. With the A. cepa organism, tests for chromosomal
aberrations and micronucleus in meristematic cells were applied, which are indicatives
of genotoxic and mutagenic effects respectively. The concentrations of 61,5, 184,5 e
307,5, 430,5 e 553,5 mg/L were tested. The elevated frequency of chromosomal
adherence and binucleated cells infer an aneugenic action to the cadaverine. Besides,
there was no statistically significant difference in the Mitotic Index (MI) values and to
the Mutagenicity Index (Mutl). Regarding the resazurin assay, performed with cell
culture, by using human hepatoma cells (HepG2) and amphibian cells (Speedy), it was
possible to observe that the cadaverine was cytotoxic for both cell lines, though, the
Speedy cells were more sensible than the HepG2 cells. The comet assay performed with
the same cell lines did not show significant damages on the DNA. However, in the
cytokinesis-block micronucleus technique there was a significant increase in the
frequency of nuclear buds (HepG2 — 184,5 e 307,5 mg/L; Speedy — 30,75, 61,5 e 123,0
mg/L), nuclear bridges (Speedy — 30,75, 61,5 e 123,0 mg/L) and MN (HepG2 —184,5 ¢
307,5 mg/L; Speedy — 123,0 mg/L), which indicates a genotoxic and mutagenic action
to this diamine. The assays with male Wistar rats were performed by oral administration
of the cadaverine, in doses of 15, 30 e 60 mg/kg/day, for an exposition period of 56
consecutive days. To investigate the genotoxic potential in rats, the comet assay was
performed with peripheral blood and, from the measurements of the intensity, length

and moment of the tail, it was possible to observe that the cadaverine did not cause a



significant difference in the DNA breaks when compared to the negative control. By the
MN test with bone marrow cells was possible to observe that the cadaverine did not
induce cytotoxicity because there was not a significant difference in the Polychromatic
Erythrocytes (PCE)/Normochromatic Erythrocytes (NCE) rate. To the MN frequency in
PCE, there was a significant increase in the animals treated with the concentration of 30
mg/Kg of cadaverine, considered as an indicative of genomic instability. From these
results, we can infer, again, an aneugenic action of the cadaverine. Lastly, the ability of
the cadaverine to induce changes in the redox balance of the hepatic cells of Wistar rats
was evaluated. The sulfhydryl groups (-SH), GSH levels, the activity of the CAT, SOD,
GST enzymes and the lipidic peroxidation (TBARS) were quantified. It was possible to
observe a significant increase of the values quantified in the assays to evaluate
sulfhydryl groups (-SH), in the group treated with 15 mg/Kg of cadaverine. Although
some results have not shown statistically significant difference, it was observed a slight
decrease in the GSH levels and an increase in the MDA levels for all tested
concentrations. These data indicate that the decrease in the GSH can generate oxygen-
reactive species (ERO), which result in the lipidic peroxidation in the liver. Regarding

the activity of the enzymes CAT, SOD and GST, there were not significant results for
none of the tested concentrations. Thus, the results suggest that the cadaverine can
present cytotoxic, genotoxic, mutagenic and oxidative effects, depending on the tested
organism. Thereby, by the applied methods in this research, it was also possible to infer
some action mechanisms and, thus, contribute to the knowledge of the cadaverine’s

toxicity, once that a few studies have been performed in the ecotoxicological area.

Keywords: Allium cepa, cells culture, Wistar rats, cytotoxicity, genotoxicity,

mutagenicity, oxidative stress
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Introducdo Geral 15

1. INTRODUCAO GERAL

Devido ao crescimento urbano e industrial, tem havido um aumento da
contaminacdo ambiental, gerando varios problemas aos ecossistemas e a salude humana. Essa
problemética tem estimulado o desenvolvimento de pesquisas que visam buscar novas
ferramentas que identifiquem o tipo de contaminac&o, as possiveis prevengoes e solucbes para
o problema (CATETE, 2010). Deste modo, na tentativa de implantar construcdes
ambientalmente corretas e, assim, evitar alteragdes nos ambientes, 0s cemitérios estdo sendo
foco de atencéo, devido ao comprometimento que conferem ao ambiente onde se encontram
(SILVA et al., 2012).

Atividades industriais, agricolas e urbanas causam sérios problemas ambientais,
devido ao lancamento dos seus residuos nas aguas superficiais. Esses residuos, muitas vezes,
contém substancias tdxicas que impactam os recursos hidricos, dificultando a disponibilidade
de &gua de boa qualidade para a populagdo. Devido a esse fato, a &gua subterranea representa
uma alternativa para o abastecimento publico, pois é considerado muito abundante e ainda de
boa qualidade. Porém, a contaminacdo dessa agua € praticamente irreversivel, devido aos
altos investimentos necessarios para sua recuperacdo, a complexidade do tratamento e a
demora de se obterem resultados satisfatérios (MATOS, 2001).

O necrochorume é o residuo liquido gerado pela decomposi¢do cadavérica,
comum em cemitérios, pode se infiltrar no solo contaminando essa malha ambiental, ou ainda,
ser carreado pela dgua da chuva até os aquiferos subterraneos, levando para esses ambientes
produtos quimicos organicos e inorganicos potencialmente téxicos (BOUWER, 1978). Essa
problematica envolve a necessidade de se estabelecerem critérios rigidos para a manutencdo
de cemitérios ja existentes e para o licenciamento de novas instalacdes. Sendo assim, o
Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), visando preservar 0 meio ambiente em
torno de cemitérios, elaborou a resolugdo n°® 335/2003, que dispde critérios especificos para
implantacdo de novos cemitérios e determina um prazo para que 0s ja existentes se adequem
as exigéncias da legislacdo. Porém, a preocupagdo com esse tipo de contaminacdo ainda
persiste, uma vez que, mesmo respeitando as medidas de prote¢cdo ambiental, os problemas de
salde publica continuam sendo preocupantes (LELI et al., 2012).

Esse liquido produzido pela decomposi¢do dos corpos e principal causador de
contaminagdo ambiental proveniente dos cemitérios, € composto por microorganismos, metais
e substancias organicas, como as aminas cadaverina e a putrescina (CALKOSINSKI et al.,

2015). A cadaverina (CsH14N2) é uma amina biogénica, produzida pela descarboxilacdo do
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aminodcido lisina presente na matéria organica. Essa diamina alifatica esta presente em
diversos processos bioldgicos, como durante o crescimento e o desenvolvimento dos
organismos vivos (BAGNI; TASSONI, 2001). Porém, niveis anormais desta substancia estao
relacionados com o aparecimento de doencas, incluindo o cancer (GERNER; MEYSKENS,
2004). Segundo Stratton et al. (1991), aminas biogénicas putrefativas, como a cadaverina,
constituem um grupo que confere biotoxicidade.

Segundo Ribeiro (2003), a avaliacdo do potencial mutagénico de um composto
quimico ou fisico faz parte dos testes regulatorios da genética toxicologica. Assim, para esse
tipo de analise € muito importante a realizacdo de ensaios in vivo e in vitro, pois eles sdo
ferramentas eficientes na deteccdo de mutagdes e alteracdes cromossdmicas, que podem ser
aplicadas a diversos organismos como plantas, insetos e mamiferos, dentre estes o homem
(BRUSICK, 1987).

A avaliacdo dos efeitos toxicos de substancias quimicas, nas mais diferentes
concentracdes e tempos de exposicdo, tem sido aplicada em uma variedade de ensaios,
incluindo os citogenéticos (CARITA; MARIN-MORALES, 2008). A utilizagio desses testes
permite monitorar a extensdo de uma poluicdo e avaliar a toxicidade de uma substancia
especifica (MATSUMOTO, 2004; MATSUMOTO et al., 2006).

Dentre 0s modelos vegetais superiores, a espécie A. cepa tem sido indicada como
um eficiente organismo-teste para o desenvolvimento de estudos na area de ecotoxicologia,
pois permite avaliar mecanismos de acdo e determinar efeitos de substancias quimicas
(BIANCHI et al., 2011; MAZZEO et al., 2011; NUNES et al., 2011; HERRERO et al., 2012;
BIANCHI et al.,, 2016; VENTURA-CAMARGO et al., 2016). O teste de A. cepa €
considerado de facil execucdo e as caracteristicas citogenéticas da espécie sdo favoraveis para
a avaliacdo das aberracbes cromossdmicas (KURAS et al.,, 2006; LEME; MARIN-
MORALES, 2008).

A cultura de células de diversas linhagens de diferentes organismos teste também
sdo utilizadas em muitas pesquisas que envolvem a avaliagdo da genotoxicidade e
mutagenicidade de contaminantes ambientais (MAZZEO et al. 2013; MANZANO et al.,
2015; BIANCHI et al., 2015; BONOMO et al., 2016). A aplicabilidade de ensaios com esses
sistemas-teste apresenta vantagens, por se tratar de uma técnica reprodutivel, rapida, sensivel
e financeiramente acessivel (ROGERO et al., 2003).

O uso de animais em pesquisa cientifica tem contribuido para o desenvolvimento
da ciéncia e tecnologia. Mesmo com o desenvolvimento de novas tecnologias aplicadas em

sistemas in vitro, os modelos in vivo apresentam vantagens na obtencéo de informacdes dos
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efeitos globais que um determinado agente pode desencadear em um organismo (RIBEIRO et
al., 1995; SALEN, 1995; SNITKOFF, 2004). Animais de varias espécies s&o utilizados como
bioindicadores, mas os camundongos e ratos se destacam por serem sistemas bioldgicos mais
conhecidos e muito utilizados cientificamente (CHORILLI et al., 2007).

A associacdo do ensaio do cometa com o teste do MN, realizados sob as mesmas
condigdes experimentais, € uma estratégia muito interessante para estabelecer uma correlacéo
entre 0 composto quimico e o seu possivel efeito no DNA (VAN GORTHEM et al., 1997).
Varios estudos tém aplicado esses dois ensaios em diferentes linhagens celulares animais,
incluindo células humanas, obtendo resultados satisfatorio quanto ao potencial genotdxico
e/ou mutagénico de substancias quimicas (VAN GOETHEM et al., 1997; HARTMANN et al.
2001; MAZZEO et al. 2013; BIANCHI et al., 2015; GAJSKI et al. 2016). Em pesquisas
toxicoldgicas, esses ensaios também sdo aplicados em células de sangue periférico e células
de medula 6ssea de roedores (RIBEIRO et al., 2009).

Segundo Sohal et al. (2002) e Valavanidis et al. (2006), estudos ecotoxicoldgicos
gue avaliam o estresse oxidativo sdo extremamente importantes, uma vez que contaminantes
ambientais podem induzir um desequilibrio redox entre as espécies reativas de oxigénio
(ERO) e o sistema de defesa antioxidante. A interferéncia nesse equilibrio redox pode causar
danos nas estruturas e constituintes celulares, principalmente nos &cidos nucleicos, lipidios e
proteinas (POLI et al., 2004), bem como nas mitocdndrias. Segundo Tsangaris et al. (2011),
biomarcadores de estresse oxidativos sdo sensiveis a contaminantes ambientais e sdo
ferramentas Uteis para avaliar a acdo de misturas complexas e substancias quimicas.

O presente trabalho avaliou a toxicidade da cadaverina, uma amina biogénica
presente no necrochorume que é derivada da putrefacdo de corpos. O estudo ecotoxicoldgico
das substancias presentes no necrochorume € extremamente relevante, principalmente, por
estar envolvido com a contaminacdo ambiental que pode comprometer diferentes
ecossistemas. Portanto, estudos que avaliem esse tipo de contaminacdo sdo de grande
importancia, pois servem para informar e conscientizar a sociedade e 0s orgdos de gestdo
ambiental sobre os efeitos dos constituintes deste tipo de contaminante ainda t&o pouco
estudado. A falta de conhecimento sobre os potenciais efeitos desses poluentes ambientais,
somado ao desconhecimento da sociedade sobre esse assunto, faz com que as medidas

necessarias para prevenir e recuperar os ambientes impactados sejam pouco discutidas.
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6 CONCLUSOES GERAIS

Pelos resultados obtidos nos ensaios in vivo e in vitro, realizados com diferentes
concentracdes de cadaverina aplicadas a diferentes sistemas testes, pode-se concluir que:

- A utilizacdo de diferentes bioindicadores e biomarcadores contribuiram para
uma andlise mais completa e significativa dos riscos que a cadaverina pode promover ao
ambiente e aos organismos expostos.

- As concentracdes de 61,5, 184,5 e 307,5 mg/L da cadaverina foram genotdxicas
para as células meristematicas de A. cepa, devido ao aumento de aberracdes cromossdmicas,
como aderéncias cromossdmicas e células binucleadas, que indicam uma agdo aneugénica
dessa substancia. Todas as concentracOes testadas de cadaverina ndo apresentaram efeito
citotoxico e mutagénico para esse mesmo organismo-teste.

- Os ensaios realizados com células HepG2 e Speedy mantidas em cultura,
mostraram um efeito citotdxico da cadaverina para ambas as linhagens. Também se observou
que as células Speedy foram mais sensiveis que as células HepG2 para a agdo da cadaverina.

- A avaliacdo da genotoxicidade da cadaverina, por meio do ensaio do cometa,
ndo demonstrou efeito da substancia sobre o DNA, confirmando que a genotoxicidade
observada para A.cepa foi devido a acdo aneugénica dessa substancia. Porém, no teste do
micronlcleo com bloqueio da citocinese, a cadaverina apresentou efeito mutagénico,
confirmado pela elevada frequéncia de MN, e efeito genotoxico, pelo aumento dos indices de
brotos nucleares e pontes nucleoplasmaticas, para ambas as linhagens. Esses dados também
corrobaram a acdo aneugénica da substancia, pois os efeitos observados para os trés sistemas
testes, indicam uma acdo da cadaverina mais relacionada ao aparelho mitético da célula do
que propriamente com 0 DNA, confirmando a acdo aneugénica proposta.

- As concentracGes de cadaverina estudadas ndo foram genotdxicas para ratos
Wistar, pelos ensaios realizados com sangue periférico pelo ensaio do cometa. Pelo teste do
MN com celulas de medula 6ssea, observou-se que a cadaverina ndo induziu citotoxicidade,
uma vez que nao houve mudanca significativa na relagdo entre eritrocitos policromaticos
(PCE)/eritrocitos normocromaticos (NCE). No entanto, a frequéncia de MN em PCE,
apresentou um aumento significativo nos animais tratados com concentragdo de 30 mg/Kg de
cadaverina, considerado um indicativo de instabilidade gendmica. Esses dados confirmam a

acao da cadaverina, observada para os outros sistemas-teste, e reforca a sua aneugenicidade.
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- O ensaio do cometa e o teste do micronucleo, realizados em sistemas in vitro e
in vivo, demostraram ser eficientes e complementares na avaliagdo genotdxica e mutagénica
de substancias quimicas;

- Quanto ao potencial oxidativo da cadaverina, avaliado em células hepaticas de
ratos Wistar, pode-se inferir que a cadaverina pode influenciar nos indices dos grupos -SH,
GSH e provocar a peroxidacdo lipidica. As atividades enziméticas da CAT, SOD e GST néo
foram comprometidas, apos os individuos serem expostos a cadavering;

- Pela variedade de efeitos citotoxicos, genotdxicos, mutagénicos e oxidativos
ocasionados pela cadaverina, acredita-se que a sua presenca no ambiente deve ser considerada
uma preocupacéo de risco ambiental;

Esse trabalho buscou reunir o0 maior nimero de dados possiveis para contribuir
com o conhecimento toxicoldgico da cadaverina, que tem sido pouco estudada como um
contaminante ambiental e, assim, incentivar a realizacdo de outras pesquisas com essa

substancia e em ambientes impactados por cemitérios.
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