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RESUMO 

 

A qualidade das águas superficiais e subterrâneas tem sido ameaçada por diferentes fontes de 

contaminação ambiental. Os cemitérios têm se destacado neste quesito, principalmente por 

disponibilizar para o ambiente um líquido produzido pela decomposição cadavérica, 

denominado de necrochorume. O necrochorume é rico em substâncias químicas, dentre elas a 

poliamina putrescina, uma substância que desempenha importantes funções fisiológicas nos 

organismos. Porém, se essa substância se apresenta em concentrações maiores que as 

fisiológicas, pode desencadear problemas para os organismos expostos, pois, devido à sua alta 

bioatividade, passa a ser um contaminante perigoso para os seres vivos. Como esse tipo de 

contaminação tem sido pouco estudada ecotoxicologicamente, este trabalho é pioneiro nesta 

abordagem. Para a avaliação dos efeitos biológicos desencadeados pela exposição à diferentes 

concentrações de putrescina, foram realizados diversos ensaios com diferentes bioindicadores. 

Ensaios biológicos, in vitro e in vivo, foram desenvolvidos com os organismos testes Allium 

cepa, Salmonella typhimurium, cultura de células humanas (HepG2) e ratos Wistar. Em 

células meristemáticas de A. cepa foram avaliados o potencial genotóxico, por meio do teste 

de aberrações cromossômicas, e mutagênico, por meio da análise de micronúcleos. As células 

meristemáticas expostas a concentração de 23 mg/kg de putrescina apresentaram aumento 

significativo no índice de mutagenicidade e aumento na frequência de aderências 

cromossômicas, indicando uma ação aneugênica da substância. O potencial mutagênico da 

putrescina foi avaliado pelo teste de Ames, com as linhagens de S. typhimurium TA 98 e TA 

100 (com e sem fração metabolizadora).  Foi observada uma resposta positiva para as duas 

linhagens utilizadas, após ativação metabólica, mostrando que a metabolização da putrescina 

aumenta seu potencial de causar mutações no DNA. Foram desenvolvidos com células 

HepG2, testes de citotoxicidade (MTT e resazurina), genotoxicidade (cometa), de 

mutagenicidade (micronúcleo com bloqueio de citocinese). Também foram avaliados nestas 

células os padrões de expressão gênica para genes envolvidos com a via de metabolização de 

xenobióticos, na resposta a danos no reparo do DNA e estresse oxidativo. Os testes de 

citotoxicidade permitiram selecionar concentrações não citotóxicas para a realização dos 

demais experimentos com HepG2. Foram estabelecidas as concentrações de 46,3, 138,9, 

231,5 e 324,1 mg/kg, correspondendo respectivamente a 10, 30, 50 e 70 % da DL50 

estabelecida para ratazanas (463 mg/kg). No ensaio do cometa, todas as concentrações 

testadas foram significativas para o critério intensidade da cauda, enquanto que para os 

critérios comprimento da cauda e momento da cauda, apenas as concentrações de 10 e 50 % 
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foram significativas. Houve aumento da frequência de MN para as concentrações de 10, 30 e 

50 %, enquanto que a frequência de alterações nucleares (brotos e pontes) foram significativas 

somente para a maior concentração testada (70 %). A expressão de genes relacionados ao 

estresse oxidativo aumentaram, em relação ao grupo controle. Houve também aumento da 

expressão dos genes de reparo do DNA, principalmente para as concentrações de 10 e 50 %. 

Os genes relacionados ao metabolismo de xenobióticos tiveram maior expressão nas células 

expostas às maiores concentrações. Esses resultados indicam uma ação genotóxica e 

mutagênica da putrescina para células HepG2 e mostram que a substância foi capaz de 

modular os níveis de expressão gênica desses genes estudados. Os ratos Wistar foram 

expostos, por gavage, a três diferentes concentrações de putrescina (10, 30 e 50 % da DL50), 

durante 56 dias consecutivos. Foram avaliados parâmetros biométricos, hematológicos e 

bioquímicos, que forneceram informações sistêmica sobre o potencial tóxico da substância. 

Os animais expostos apresentaram parâmetros alterados para o peso de órgão como fígado, 

rim, pulmão; alterações nos índices hematológicos (aumento de células vermelhas, plaquetas e 

células do sistema imunológico); e alterações nos parâmetros bioquímicos, como distúrbios 

nos índices glicêmicos e colesterolêmicos. O potencial genotóxico da putrescina foi avaliado 

em células sanguíneas dos ratos, por meio do ensaio do cometa e do teste do micronúcleo em 

medula óssea. Nestes organismos, a putrescina se mostrou genotóxica para todos os grupos 

expostos, porém em maior intensidade no grupo exposto à menor concentração (46,3 mg/kg). 

Essa mesma concentração induziu um aumento significativo de eritrócitos policromáticos 

micronúcleados (EPCMN), confirmando o seu potencial genotóxico. Foram também 

avaliados parâmetros reprodutivos como contagem de espermatozoides nos testículos e nos 

epidídimos, expressão proteica de enzimas envolvidas na biossíntese de testosterona, 

alterações morfológicas, morfométricas e estereológicas nos testículos e morfológicas nos 

epidídimos, além de avaliação do estresse oxidativo nos testículos e nos epidídimos. Os 

resultados demonstraram forte ação da putrescina sobre os índices reprodutivos, como 

diminuição na produção espermática, diminuição na expressão de enzimas importantes para a 

biossíntese de testosterona (CYP11A1, 17β-HSD e StAR) e indução de estresse oxidativo e 

alterações morfológicas.  

 

Palavras-chave: necrochorume, cemitérios, aderências cromossômicas, Teste de Ames, ratos 

Wistar, genotoxicidade, mutagênicidade, estresse oxidativo, parâmetros reprodutivos, 

esteroidogênese. 
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ABSTRACT 

 

The quality of surface water and groundwater has been threatened by different sources of 

environmental contamination. The cemeteries have stood out in this question, mainly for 

making available to the environment a liquid produced by the cadaveric decomposition, 

denominated of necroslurry. Necroslurry is rich in chemicals, among them a polyamine called 

putrescine, a substance that plays important physiological functions in organisms. However, if 

this substance is present in higher concentrations than the physiological ones, it can cause 

problems for the exposed organisms, because, due to its high bioactivity, it becomes a 

contaminant dangerous to living beings. As this type of contamination has been little studied 

ecotoxicologically, this work is pioneering in this approach. For the evaluation of the 

biological effects triggered by the exposure to different concentrations of putrescine, several 

tests with different bioindicators were carried out. Biological assays, in vitro and in vivo, were 

developed with the test organisms Allium cepa, Salmonella typhimurium, culture of human 

cells (HepG2) and Wistar rats. The genotoxic potential were evaluted in meristematic cells of 

A. cepa by the chromosomal aberration test and the mutagenic potencial by the micronucleus 

analysis. The meristematic cells exposed to the concentration of 23 mg/kg of putrescine 

showed a significant increase in the index of mutagenicity and increase in the frequency of 

chromosomal adherence, indicating aneugenic action of the substance. The mutagenic 

potential of putrescine was evaluated by the Ames test, with  S. typhimurium TA 98 and TA 

100 strains (with and without metabolizing fraction). A positive response was observed for 

the two strains used after metabolic activation, showing that the metabolic process of 

putrescine increases its potential to cause mutations in the DNA. Cytotoxicity (MTT and 

resazurin), genotoxicity (comet) and, mutagencicity test (micronucleus with block of 

cytokinesis) were developed with HepG2 cells. We also evaluated the gene expression 

patterns of genes involved in the xenobiotic metabolism pathway in response to damage to 

DNA repair and oxidative stress. Cytotoxicity tests allowed the selection of non-cytotoxic 

concentrations, which were used in the other experiments with HepG2. Concentrations of 

46.3, 138.9, 231.5 and 324.1 mg/kg, corresponding respectively to 10, 30, 50 and 70 % of the 

LD50 for rats (463 mg/kg) were established.  From the comet assay it was observed that all 

the concentrations tested were significant for the tail intensity criterion, whereas for the tail 

length and tail moment criteria only the concentrations of 10 and 50 % were significant. There 

was an increase in the frequency of MN at concentrations of 10, 30 and 50 %, while the 

frequency of nuclear changes (buds and chromosomal bridges) were significant only at the 
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highest concentration tested (70 %). The expression of genes related to oxidative stress 

increased in relation to the control group. There was also increased expression of DNA repair 

genes, especially at concentrations of 10 and 50 %. Genes related to xenobiotic metabolism 

had greater expression in the cells exposed to higher concentrations. These results indicate a 

genotoxic and mutagenic action of putrescine for HepG2 cells and show that the substance 

was able to modulate the levels of gene expression of these studied genes. Wistar rats were 

exposed by gavage to three different concentrations of putrescine (10, 30 and 50 % of LD50) 

for 56 consecutive days. Biometric, hematological and biochemical parameters were 

evaluated, which provided systemic information about the toxic potential of the substance. 

The exposed animals presented altered parameters for organ weight such as liver, kidney, 

lung; changes in hematological indices (increase of red blood cells, platelets and cells of the 

immune system); and alterations in biochemical parameters, such as disturbances in glycemic 

and cholesterolemic indexes. The genotoxic potential of putrescine was evaluated in the blood 

cells of the rats by the comet assay and the mutagenic potential by the micronucleus test in 

bone marrow. In these organisms, putrescine was genotoxic for all exposed groups, but more 

intense in the group exposed to the lowest concentration (46.3 mg/kg). This same 

concentration induced a significant increase of Micronucleated Polychromatic Erythrocytes 

(PCEMN), confirming its genotoxic potential. Reproductive parameters such as sperm counts 

in the testicles and epididymides, protein expression of enzymes involved in testosterone 

biosynthesis, morphological, morphometric and stereological alterations in the testicles and 

morphological aspects of the epididymides, as well as evaluation of oxidative stress in the 

testicles and epididymides were also evaluated. The results showed a strong action of 

putrescine on the reproductive indices, such as decrease in sperm production, decrease in the 

expression of enzymes important for testosterone biosynthesis (CYP11A1, 17β-HSD and 

StAR) and induction of oxidative stress and morphological changes. In view of all these 

evaluations, it was possible to aggregate information on the biological effects promoted by the 

exposure of different organisms to the different concentrations of putrescine evaluated. These 

results contribute to information concerning the toxicity of this substance and alert to its 

potential as an environmental contaminant. 

 

 

Key words: necroslurry, cemeteries, chromosomal adherence, Ames test, Wistar rats, 

genotoxicity, mutagenicity, oxidative stress, reproductive parameters, steroidogenesis. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

 

O grande desenvolvimento tecnológico, agrícola e industrial vivenciado pelo mundo 

nas últimas décadas, teve como uma de suas consequências a introdução de uma vasta 

quantidade de novas substâncias químicas potencialmente tóxicas no ambiente (ZAGATO; 

BERTOLLETI, 2006). O ambiente aquático, por sua vez, tem sido o mais impactado, devido 

ao intenso lançamento de efluentes domésticos, industriais e mesmo agrícolas, sem o 

tratamento adequado. A contaminação dos recursos hídricos põe em risco a disponibilidade de 

água potável para os organismos e, consequentemente, para o homem (MORAES; JORDAO, 

2002; MATSUMOTO et al., 2006; MIRANDA; SILVA, 2011; ZENG; WU, 2013). Segundo 

Rebouças (1999), somente 0,001 % da água existente no planeta corresponde às águas doces 

superficiais, que podem ser utilizadas pelo homem de forma sustentável e sem caracterizar 

impacto ao meio ambiente.  

O aumento da população mundial reflete num maior consumo de água potável e como 

os recursos hídricos disponíveis estão cada vez mais comprometidos e escassos, tem havido, 

gradativamente, um aumento no interesse de uso de reservas de águas subterrâneas 

(ALMEIDA et al., 2006). Atualmente, essas reservas se caracterizam como reservatórios de 

água de boa qualidade para o abastecimento de água potável (CCE, 2003). Estima-se que 22 

% de toda a massa aquática doce do planeta estão representadas pelas águas subterrâneas 

(VASCONCELOS et al., 2006). Segundo Falkenmark (2005), um terço da população mundial 

é dependente dessas águas para sobreviver.  

A Agência Nacional de Águas – ANA (2007) relata que no Brasil, o aproveitamento 

das águas subterrâneas é crescente, principalmente nas áreas de grandes centros urbanos como 

Recife, Fortaleza, Brasília, Campo Grande e Dourados. No Estado de São Paulo, 

aproximadamente 70 % dos municípios utilizam, de forma total ou parcial, o abastecimento 

de água advinda de reservas subterrâneas (HIRATA, 2006). 

Assim como as águas superficiais, as águas subterrâneas também vêm sofrendo 

contaminação. As maiores causas de poluição têm sido associadas à ausência de redes de 

esgoto, ao lançamento de efluentes industriais diretamente no solo, às práticas convencionais 

de cultivo agrícola e, mais recentemente, à presença de cemitérios (MATOS, 2001; NEIRA et 

al., 2008). 

Segundo Santos (2009), a contaminação conferida pelos cemitérios se assemelha à de 

aterros sanitários, pela grande quantidade de matéria orgânica e inorgânica que são 
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produzidas, com o agravante de ainda ter a presença de matéria orgânica contaminada por 

vírus, bactérias e substâncias químicas decorrentes de tratamentos de saúde, que podem 

colocar em risco o meio ambiente e a saúde pública. Porém, a principal causa de 

contaminação ambiental pelos cemitérios é o líquido liberado intermitentemente pelos 

cadáveres em putrefação, denominado de necrochorume (COSTA SILVA; FILHO, 2008). 

Diversos estudos estão sendo realizados sobre o potencial de contaminação do 

necrochorume, porém ainda pouco se sabe sobre as propriedades físico-químicas deste 

contaminante. A maioria dos estudos já realizados tem se preocupado, quase que 

exclusivamente, com a contaminação dos solos, das águas subterrâneas e superficiais por 

vírus, bactérias e metais. Os componentes químicos do necrochorume, como por exemplo a 

poliamina putrescina, praticamente não tem sido avaliada quanto ao seu potencial como 

poluente ambiental e quanto aos seus efeitos sobre os organismos expostos. Porém, esse 

contaminante é produzido em quantidade considerável no necrochorume e apresenta potencial 

tóxico reconhecido. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

2.1. Cemitérios como fonte de contaminação ambiental 

Os cemitérios podem trazer sérias consequências ambientais, em particular na 

qualidade das águas subterrâneas, ocasionadas, pela infiltração das águas pluviais no solo 

contaminado com os compostos derivados da putrefação dos corpos, bem como pela própria 

percolação destes compostos (FOFONKA et al., 2006) (figura 1). 

Figura 1: Esquemas de contaminação do solo e lençóis freáticos pelo necrochorume. Adaptado de 

Pacheco (2000).  

 

De acordo com a Organização Mundial da Saúde (WHO), a instalação da maioria dos 

cemitérios é feita em terrenos de baixo valor econômico, sem a prévia avaliação geológica e 

hidrogeológica do local, o que pode refletir em uma maior probabilidade de contaminação 

(WHO, 1998; SILVA et al., 2006).  

A principal causa de poluição promovida pelos cemitérios são os compostos derivados 

da putrefação dos corpos, denominado de necrochorume, que são liberados, principalmente, 

durante o primeiro ano do sepultamento (COSTA SILVA; FILHO, 2009). Esse processo de 

decomposição cadavérica depende de fatores intrínsecos e extrínsecos ao organismo. Como 

fatores intrínsecos, estão a idade, constituição corporal, flora intestinal e a causa da morte. Já 

os fatores extrínsecos estão relacionados com a temperatura, humidade, presença de insetos, 

vermes e outros organismos, assim como das características e composição do solo 

(OLIVEIRA et al., 2013). 
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Durante o processo de putrefação, os tecidos moles sofrem ações física, química e 

biológica e são transformados em gases, líquidos e minerais, formando uma massa 

putrescente de odor desagradável. A decomposição é dada, principalmente, pela ação de 

bactérias endógenas e exógenas, que fermentam a matéria orgânica, decompondo 

carboidratos, proteínas e lipídios (DENT et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2013). 

Um cadáver de aproximadamente 70 kg produz até 24 litros de gases variados e 30 

litros de necrochorume, que é um líquido mais denso que a água (densidade 1,23 g/cm3), de 

cor castanho-acinzentada e de muito mau cheiro. O necrochorume é composto por 60 % de 

água, 30 % de substâncias mineralizadas e 10 % de substâncias orgânicas complexas 

(MARQUES SILVA, 1998; FELICIANI; ANDRADE; BERTOLOZZO, 2007). Dentre as 

substâncias orgânicas do necrochorume, proveniente da decomposição de proteínas, estão a 

diamina cadaverina (C5H14N2), derivada do aminoácido lisina, e a poliamina putrescina 

(C4H12N2), derivada do aminoácido ornitina. Essas duas aminas biogênicas apresentam odores 

muito desagradáveis, são altamente solúveis em água e geram íons amônia (NH4
+), quando 

degradadas (ALMEIDA; MACEDO, 2005; MELO et al., 2010). 

Os gases produzidos durante esse processo de decomposição são H2S (ácido 

sulfídrico), CH4 (metano), NH3 (amônia) e CO2 (gás carbônico) (MATOS, 2001; PALMA; 

SILVEIRA, 2011). Almeida e Macedo (2005) afirmam que o odor exalado pelo cadáver em 

putrefação é causado por alguns destes gases e pela presença de mercaptanos, substância que 

contêm sulfeto de hidrogênio ligado ao carbono. Outros poluentes também estão presentes, 

como os óxidos metálicos (Ti, Cr, Cd, Pb, Fe, Mn, Hg, Ni e outros), lixiviados dos adereços 

das urnas mortuárias e substâncias utilizadas na preparação dos corpos, durante os 

procedimentos funerários (SILVA, 1998). 

Pacheco et al. (1991) constataram, em três cemitérios paulistas, a contaminação 

microbiológica do aquífero freático. Migliorini (1994) observou um aumento da concentração 

de íons e compostos nitrogenados nas águas subterrâneas próximas ao cemitério de Vila 

Formosa em São Paulo – SP. Pequeno Marinho (1998) também constatou a presença de 

bactérias e compostos nitrogenados no aquífero freático próximo ao cemitério de São João 

Batista em Fortaleza - CE. Silva (1995) investigou cerca de 600 cemitérios em todo o Brasil 

(75 % municipais e 25 % particulares) e observou uma incidência de 15 a 20 % de casos de 

contaminação do subsolo, devido ao necrochorume.   

Uçisik e Rushbrook (1998) afirmam que cemitérios alocados em solos vulneráveis ou 

em solos com a capacidade depurativa excedida apresentam grandes chances de contaminação 

das aguas subterrâneas. Diferentes relatórios afirmam que o necrochorume forma uma pluma 
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de contaminação salina, devido a sua viscosidade e densidade em relação a água. Essa pluma 

se espalha lentamente sob as covas na direção do gradiente hidráulico, contaminando solos, 

águas superficiais e águas subterrâneas (OLIVEIRA et al., 2013).  

2.2. Poliaminas 

Segundo Giroto et al. (2010), o termo amina refere-se, quimicamente, a bases 

orgânicas derivadas da amônia. Na biologia, o termo está relacionado a compostos formados 

ou degradados durante os processos metabólicos normais dos seres vivos, apresentando 

diferentes funções fisiológicas e por isso chamadas de “aminas bioativas” ou aminas 

biogênicas. As aminas são classificadas de acordo com o número de grupos amínicos em: 

monoaminas (tiramina e feniletilamina); diaminas (histamina, serotonina, triptamina e 

cadaverina) e poliaminas (putrescina, espermina e espermidina) (GIROTO et al., 2010).  

As poliaminas são moléculas alifáticas, lineares e de baixo peso molecular, 

encontradas em todos os organismos vivos e são responsáveis pela modulação de várias 

funções fisiológicas (RAMANI et al., 2014). Dentre as funções fisiológicas dependentes dos 

níveis intracelulares das poliaminas estão o crescimento dos organismos, a diferenciação 

celular e os processos apoptóticos (THOMAS; THOMAS, 2001; CRISS, 2003). Em 

quantidades fisiológicas, elas regulam a replicação do DNA e a transcrição do RNA 

(IGARASHI; KASHIWAGI, 2000; WALLACE et al., 2003), estabilizam membranas e agem 

como mensageiros intracelulares (GUGLIUCCI, 2004). Porém, segundo Moinard et al. (2005) 

e Bach et al. (2012), altas concentrações de poliaminas podem ser tóxicas, pois facilitam a 

morte celular, por mecanismos oxidativos. 

 Estes mecanismos oxidativos acontecem por meio do catabolismo das poliaminas, 

processo este que ativa poliaminas oxidases, que agem regulando negativamente os níveis 

intracelulares destas moléculas. Este processo produz ácido gama-aminobutirico, 3 

acetamidopropanal, peróxido de hidrogênio (H2O2) e amônia. O H2O2 e aldeídos derivados 

da amônia, produzidos durante a degradação das poliaminas, promovem estresse oxidativo e 

morte celular (THOMAS; THOMAS, 2001; PEGG, 2013).  

Os níveis intracelulares de poliaminas são fortemente regulados por processos de 

biossíntese, catabolismo e/ou transporte. Essa regulação é feita por meio de mecanismos 

altamente especializados a nível de transcrição, tradução e degradação de proteínas 

envolvidas nestas vias, que são estimuladas pelas concentrações intracelulares de poliaminas. 

Estas características são altamente conservadas em todos os organismos vivos, indicando que 
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a regulação dos níveis destas moléculas é crítica para a sobrevivência celular (MILLER-

FLEMING et al., 2015). 

2.3. Putrescina  

Dentre as substâncias produzidas pela decomposição cadavérica, a putrescina (1,4 

diaminobutano) é encontrada em grandes quantidades. De acordo com Svensson (2012), a 

putrescina é uma poliamina muito importante nos processos fisiológicos, por se tratar de uma 

molécula precursora para outras duas poliaminas, a espermidina e a espermina, ambas 

importantíssimas no processo de proliferação celular.  

A Putrescina é uma poliamina formada a partir do aminoácido ornitina, por meio de 

uma reação catalisada pela enzima ornitina descarboxilase (OCD). A ornitina, por sua vez, é 

originada da clivagem do aminoácido arginina, por uma reação catalisada pela arginase 

(MORGAN et al., 1998) (figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Via de biossíntese das poliaminas. Adaptado de Soda (2011). 

 

Devido à importância na fisiologia celular, os níveis de poliaminas são regulados nas 

células e tecidos por meio de biossíntese, catabolismo e absorção. Porém, Ladero et al. (2010) 

destacaram que após administração oral de putrescina em animais de laboratório, foram 

observados efeitos adversos como taquicardia, insuficiência cardíaca e hipotensão.  
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Testes com putrescina marcada radioativamente com carbono 14 [14C] revelaram que 

o tempo necessário para a absorção da substância por via gastrointestinal, disseminação 

sistêmica e detecção na corrente sanguínea é de apenas 30 minutos. A rápida absorção induziu 

um aumento de enzimas que transformam a putrescina em outras poliaminas, o que revelou a 

necessidade de se controlar a ingestão de tal substância (BARDOCZ et al., 1995; SEILER; 

RAUL, 2007). 

Estudos tem revelado que poliaminas estão fortemente ligadas ao aparecimento de 

neoplasias do intestino. Existem cada vez mais evidências de que a putrescina e a espermidina 

tem um papel importante na promoção da transformação maligna. Células de câncer colorretal 

apresentam níveis maiores de poliaminas que os tecidos adjacentes ou que o tecido normal 

equivalente, destacando a possível importância da putrescina exógena no seu 

desenvolvimento (GERNER; MEYSKENS, 2004). 

Til et al. (1997), avaliaram, por meio de administração oral em ratos Wistar machos e 

fêmeas, a toxicidade aguda e subaguda de cinco aminas biogênicas, entre elas a putrescina. Os 

animais de ambos os sexos, tratados com 5000 ppm de putrescina, tiveram a média do peso 

corporal e ingestão alimentar diminuídas. Neste experimento ainda foi observado que a 

atividade da enzima alanina aminotransferase (ALT) e o peso relativo do cérebro foram 

ligeiramente aumentados nas fêmeas do grupo expostos.  

Shelepov et al. (1990) observaram mudanças rápidas e significativas no metabolismo 

de carboidratos e lipídios. Para baixas doses de putrescina, administrada oralmente (30 

µmol/100g), foram observados efeitos semelhantes àqueles induzidos pelo glucagon e 

adrenalina. Para doses mais elevadas (60 – 120 µmol/100g), foram observados aumento nas 

reservas de glicogênio, redução acentuada nos níveis de ácidos graxos não esterificados e 

lipídios totais, semelhantes aos efeitos combinados da insulina com glicocorticóides. Estes 

resultados sugerem que o nível aumentado desta poliamina no sangue pode produzir 

alterações entre os carboidratos e o metabolismo lipídico.    

Um estudo realizado em frangos alimentados por 14 dias com diferentes quantidades 

de putrescina revelou que a concentração de 0,2 % desta substância aumenta a taxa de 

crescimento da ave, quando comparados ao grupo controle. Já as concentrações iguais ou 

superiores a 0,4 % promovem um acúmulo desta poliamina em órgãos como fígado, rim e 

músculos e as concentrações de 0,8 % e 1,0 % são tóxicas para esses organismos testados 

(SMITH, 1990).   

Os estudos de Erez (2002) mostram que o acúmulo intracelular excessivo de 

putrescina, como resultado de uma maior absorção a partir do meio ou por aumento da síntese 
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intracelular, provoca apoptose. Para o mesmo autor, os locais exatos em que as poliaminas 

interagem com os sinais apoptóticos são pouco conhecidos. No entanto, algumas observações 

estão relacionadas com a capacidade das poliaminas modularem e bloquearem os vários tipos 

de canais iônicos. Em células de hepatoma de rato, a putrescina exógena induziu um aumento 

no nível intracelular de Ca2+. Em células T CD4, diferentemente das células T CD8 a 

putrescina inibiu a ação da concanavalina-A, uma molécula indutora do influxo de Ca2+, 

demonstrando que o efeito desempenhado pela putrescina pode ser dependente da 

especialização celular e tipo celular (THOMAS et al., 1993).  

2.4. Principais tipos de bioensaios para estudos de toxicidade  

2.4.1. Bioensaios com plantas 

Bioensaios com plantas são considerados sensíveis e mais fáceis de serem realizados, 

quando comparados aos experimentos que utilizam animais (FERNANDES et al., 2007). 

Atualmente, o sistema-teste A. cepa é amplamente utilizado em bioensaios por serem de fácil 

realização, de rápida obtenção dos resultados, de baixo custo e favorável para a avaliação de 

substâncias promotoras de danos cromossômicos e de alterações no ciclo mitótico, devido às 

condições cromossômicas especificas como cromossomos grandes e em número reduzido 

(2n=16) (LEME; MARIN-MORALES, 2009). Grant (1982) e Caritá e Marin-Morales (2008) 

descrevem A. cepa como um sistema teste de rotina, eficiente para avaliar o potencial 

genotóxico de substâncias químicas, por apresentar sensibilidade e boa correlação com 

sistemas teste de mamíferos. Outra planta muito utilizada em bioensaios é a Tradescantia ssp. 

Esta espécie apresenta apenas seis pares de cromossomos grandes, que são facilmente 

observáveis em células da ponta da raiz e do tubo polínico em desenvolvimento. Ensaios 

realizados com essa espécie podem ser excelentes para avaliação de danos citogenéticos 

induzidos por químicos (GRANT, 1982; ANSOAR RODRIGUEZ et al., 2015). Plantas deste 

gênero podem ser usadas como bioindicadoras de mutagenicidade, por meio de testes do 

micronúcleo em células meióticas (Trad-MCN) (MISIK et al., 2011) e em pelos estaminais 

(Trad-SHM) (MA et al., 1994). 

2.4.2. Bioensaios In vitro 

Os bioensaios in vitro podem ser realizados com microrganismos, como bactérias e 

fungos, com enzimas, proteínas e linhagens celulares mantidas em cultura. Essa técnica 
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permite predizer a toxicidade de uma substância para os seres vivos em geral e também, 

especificamente, para os seres humanos (BEDNARCZUK et al., 2010). 

Entre essas técnicas, as culturas celulares vêm apresentando grande aplicação em 

estudos de genotoxicidade, mutagenicidade e no estudo do câncer. Ensaios in vitro têm 

contribuindo para o melhor entendimento de processos que causam perturbações nas 

interações celulares e que levam ao desenvolvimento de neoplasia, assim como para 

identificar agentes carcinogênicos (MACHADO et al., 2005). As principais vantagens do uso 

de culturas de células é a possibilidade de controlar as condições de experimentação; analisar 

parâmetros independentes, conforme o interesse da pesquisa; realizar um elevado número de 

testes em um intervalo de tempo reduzido; reduzir tanto os ensaios realizados com animais 

como os custos da experimentação animal. Por outro lado, ainda existem muitas desvantagens 

como: perda de características fenotípicas, sistema biológico fora do ambiente natural, 

ausência de sinais sistêmicos importantes no organismo (SIGMA, 2008). Atualmente, 

diversas linhagens celulares estão disponíveis, sendo muitas delas já usadas em ensaios 

toxicológicos. 

Existe um consenso geral de que testes in vitro são úteis para a identificação de 

agentes genotóxicos e mutagênicos. Porém, como esses ensaios podem induzir a resultados 

positivos que, aparentemente, não conferem riscos carcinogênicos reais para os organismos, 

se torna necessário, para a maior confiabilidade dos efeitos observados, a complementação 

desses dados obtidos in vitro com ensaios realizados in vivo (THYBAUD et al., 2007). 

2.4.3. Bioensaios In vivo  

A experimentação animal na pesquisa científica tem contribuído para o 

desenvolvimento da ciência e tecnologia, promovendo ao longo dos anos a descoberta de 

medidas profiláticas e tratamento de enfermidades que acometem os seres humanos. Animais 

de várias espécies têm sido utilizados como organismo teste, mas camundongo e ratos são os 

mais utilizados e conhecidos para este fim (CHORILLI; MICHELIN; SALGADO, 2007). 

Desde o século XIX, quando os camundongos foram introduzidos em estudos de laboratório, 

eles se transformaram em um dos mais importantes animais experimentais. Isto se deve às 

características desses organismos para experimentação, tais como baixo custo e facilidade de 

manutenção de plantéis, ciclo de vida curto, semelhança fisiológica com o organismo 

humano, dentre outras vantagens. A utilização de ratos em pesquisas científicas é posterior ao 

uso de camundongos, mas hoje os ratos são os animais de laboratório mais comumente 

utilizados. Isso se deve ao fato desses organismos, além de apresentarem fácil manejo e 
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observação, possuírem volumes maiores de fluídos corporais, o que se mostra mais adequado 

para a avaliação de mais parâmetros com os mesmos animais, e a possibilidade de obtenção 

de linhagens especiais, por meio de seleção genética, caracterizando-se, assim, em um 

organismo muito útil em pesquisas específicas (ANDERSEN et al., 2004; NETTO, 2006).  

O meio cientifico tem promovido diversas discussões sobre alternativas viáveis para a 

substituição do uso de animais em experimentação científica. A tendência mundial, hoje, é de 

se reavaliar o número de animais realmente necessários para o desenvolvimento dos 

experimentos in vivo. Essas ações tiveram início com o surgimento de um programa 

internacionalmente conhecido como 3Rs (Redution, Refinement and Replacement: redução, 

refinamento e substituição), que objetiva, diminuir o número de animais experimentados, 

minimizar a dor e o sofrimento e buscar melhores alternativas para a realização de 

experimentação in vivo (CAZARIN et al., 2004). 

2.5. Estudos de exposição sistêmica, por meio de avaliações hematológicas e 

bioquímicas  

As alterações de alguns parâmetros biológicos específicos em modelos experimentais 

animais podem estar relacionados com efeitos terapêuticos e/ou toxicológicos. Entre os 

parâmetros mais utilizados em pesquisa toxicológica, estão os valores bioquímicos e 

hematológicos, por estes serem de grande importância para a determinação dos efeitos 

induzidos por tratamento farmacológicos (PETTERINO; ARGENTINO-STORINO, 2006). 

Uma grande vantagem no uso destes parâmetros toxicológicos é o fato deles 

fornecerem informações sobre os efeitos biológicos dos poluentes e indicações dos seus 

mecanismos de ação, diferente das avaliações químicas, que apenas permitem a quantificação 

desses poluentes no ambiente. Os parâmetros hematológicos são considerados indicadores 

fisiohistopatológicos sistêmicos e, consequentemente, um importante fator para o diagnóstico 

do status estrutural e funcional do animal, após a exposição a uma dada substância tóxica 

(ADHIKARI et al., 2004). 

Estes parâmetros, tanto bioquímicos quanto os hematológicos, podem ser usados na 

identificação de sinais iniciais de danos sobre o animal experimentado e, assim, se 

caracterizarem em indícios de uma intervenção, antes dos efeitos prejudiciais irreversíveis 

tornarem-se inevitáveis. Eles também fornecem informações sobre as relações causa/efeito da 

exposição aos xenobióticos, com a vantagem de serem bioindicadores rápidos para esta 

análise (MARTINEZ, 2006).  
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Parâmetros sanguíneos como: hematócrito, hemoglobina, volume corpuscular, 

concentração de hemoglobina corpuscular podem ser usados, em situações específicas, como 

biomarcadores de efeitos tóxicos (VAN DER OOST et al., 2003). 

Os testes de função hepática destacam-se entre os parâmetros avaliados, uma vez que 

o fígado é o principal órgão de detoxificação dos organismos. Os testes bioquímicos de rotina 

incluem as dosagens de bilirrubinas, albumina, Aspartato Aminotransferase (AST), Alanina 

Aminotransferase (ALT), Fosfatase Alcalina (FA) e proteínas totais (MOTTA, 2009). 

A função renal pode ser avaliada pela capacidade dos glomérulos filtrarem a creatinina 

sérica. Os valores séricos aumentados deste composto orgânico nitrogenado, indicam a 

deterioração da função renal (KIRSZTAN, 2007). 

Os ratos Wistar são os modelos animais mais comumente utilizados em ensaios de 

toxicidade e em avaliações pré-clínicas, embora as disponibilidades dos valores de referência 

para esta linhagem ainda sejam limitadas (ORLANDINE, 2012).   

O uso de condições ideais e padronizadas para o desenvolvimento dos experimentos é 

de extrema importância para a obtenção dos resultados. Boas condições no desenvolvimento 

experimental permitem uma interpretação adequada dos dados, podendo inferir se as 

alterações observadas, seguramente, estão relacionadas com a administração da substância 

testada. Vale lembrar, que variáveis como a idade e sexo dos animais podem interferir nos 

resultados dos exames hematológicos e bioquímicos (PAINA, 2007). 

2.6. Avaliação do potencial genotóxico de substâncias químicas  

O termo genotoxicidade se refere a alterações que um determinado agente promove no 

material genético de um organismo. Essas alterações podem ser decorrentes, por exemplo, de 

lesões nas fitas de DNA, síntese de DNA não programada e trocas entre cromátides-irmãs. Os 

efeitos genotóxicos podem ser transitórios, quando são susceptíveis de reparo, diferentemente 

dos mutagênicos, que caracterizam alterações permanentes no conteúdo ou estrutura do 

material genético de um organismo (DEARFIELD et al., 2002). 

Obe et al. (2002) afirmam que diferentes bioensaios, realizados com diferentes 

organismos experimentais (ratos, camundongos, bactérias, fungos, plantas, cultura de células 

humanas e de outros mamíferos) são usados para detectar danos no material genético, 

promovidos por ação de substâncias tóxicas. Esses ensaios também permitem reconhecer as 

potencialidades genotóxica das substâncias.    

De acordo com Luvizutto et al. (2008), a toxicidade de uma substância pode ser 

determinada por meio de aplicação de diferentes técnicas (in vitro e in vivo), realizadas com 
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diferentes organismos (uni e pluricelulares) e diferentes vias de exposição, para que 

contemple a grande diversidade e complexidade de respostas biológica. Neste contexto, 

quando o alvo do estudo é buscar resultados que se aproximem mais das respostas dos seres 

humanos, os organismos mais frequentemente usados são os mamíferos, por estes terem uma 

maior identidade fisiológica com o homem. 

Segundo Dallegrave (2006), os estudos da genotoxicidade de xenobióticos são 

importantes, porque permitem avaliar os efeitos hereditários deletérios ou letais para todos os 

organismos nativos de um determinado local, incluindo os seres humanos. Esses efeitos são 

dependentes de características como a forma e a quantidade de exposição, natureza química e 

condições do ambiente. É importante ressaltar que a exposição crônica, dada por baixas doses, 

é acumulativa e também pode induzir tais danos genéticos (BENACHOUR et al., 2007; 

ZHAO et al., 2009). 

Testes genotóxicos são rotineiramente realizados para identificar substâncias químicas 

que apresentam potenciais genotóxicos capazes de induzirem processos mutagênicos e 

carcinogênicos nas células germinativas. Com relação à identificação de compostos 

genotóxicos potencialmente cancerígenos, são selecionados testes padrões, para caracterizar 

dois tipos de danos genéticos: mutações nos genes e danos cromossômicos. Porém, para se 

entender o modo de ação de uma substância ou para a certificação da sua atividade, é 

necessário o desenvolvimento de uma bateria de testes adicionais aos testes inicialmente 

desenvolvidos (THYBAUD et al., 2007). Desta forma, os testes de genotoxicidade têm como 

objetivo detectar a quantidade de danos nucleares e avaliar os resultados, no contexto da 

sobrevivência da célula (KRISCH-VOLDERS, 1997). 

Um dos testes mais utilizados para a análise da genotoxicidade de determinados 

compostos é o ensaio do cometa, também conhecido como ensaio de eletroforese em gel de 

célula única (SCGE, do inglês “single cell gel electrophoresis”). As vantagens do teste do 

cometa sobre outros testes, para a avaliação de genotoxicidade, são: a sua simplicidade de 

realização; a sua sensibilidade; e a obtenção de resultados rápidos, que permitem a 

quantificação e detecção de quebras de DNA e danos em sítios álcali-lábeis, in vivo e in vitro, 

realizados com um pequeno número de células (CHRISTOFOLETTI et al., 2009; COLLINS, 

2004). Este teste também pode ser utilizado em monitoramento ambiental, toxicidade de 

agentes isolados, ecotoxicologia e estudos clínicos, para avaliar os danos que um determinado 

agente físico ou químico possa promover no DNA (SPEIT et al., 2009). 

Outro ensaio amplamente utilizado para se avaliar a potencialidade genotóxica de 

substâncias, tanto in vitro quanto in vivo, é o ensaio do micronúcleo. Os micronúcleos (MN) 
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podem ser induzidos por vários fatores, como estresse oxidativo, exposição a agentes 

clastogênicos ou aneugênicos, defeitos genéticos nos checkpoints do ciclo celular e/ou nos 

genes de reparo do DNA (BONASSI et al., 2007). Essas estruturas também podem aparecer 

após o processo de divisão celular, como resultado de quebras cromossômicas, formando 

fragmentos acêntricos, ou de perdas de cromossomos inteiros, que não se associaram ao fuso 

mitótico, portanto não segregaram adequadamente para as células filhas. Na telófase, estes 

materiais genéticos (fragmentos cromossômicos ou cromossomos inteiros) serão envolvidos 

por membrana, formando uma estrutura semelhante a um pequeno núcleo. Assim, o MN pode 

representar tanto uma alteração cromossômica estrutural como uma alteração numérica 

(RIBEIRO et al., 2003; KIRSCH-VOLDERS et al., 2011).  

Os testes in vivo oferecem maiores informações sobre as condições experimentais, tais 

como o metabolismo, a farmacocinética e os processos de reparo do DNA (KRISHNA, 

HAYASHI, 2000; MAISTRO, 2014). O teste do MN em medula óssea de roedores é bastante 

usado para a detecção de agentes clastogênicos (promotores de quebras cromossômicas) e 

aneugênicos (relacionados com efeitos sobre as fibras do fuso). O teste se caracteriza em 

avaliar se o agente testado promoveu alterações celulares em eritrócitos policromáticos 

anucleados, que decorreram em formação de MN, ou relacionar a presença de um MN a um 

dano cromossômico recente. Por ser de fácil identificação e ter distribuição bem definida, os 

resultados obtidos com o teste do MN, in vivo, fornecem fortes evidências da genotoxicidade 

sistêmica do composto químico, avaliado sob condições experimentais apropriadas (RIBEIRO 

et al., 2003). 

Durante a maturação das células da linhagem eritrocitária na medula óssea, o núcleo 

principal é expelido do eritrócito nucleado, mas o MN fica retido no citoplasma da célula. A 

análise de MN em eritrócitos é realizada em eritrócitos policromáticos (PCEs, eritrócitos 

jovens) (figura 3). 
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Figura 3: Formação dos eritrócitos policromáticos (PCE) e normocromático (NCE) na medula óssea. 

O eritroblasto, durante seu processo de maturação, dá origem ao eritrócito policromático (eritrócito 

imaturo no qual o núcleo foi expulso), que sofre maturação, transformando-se em eritrócito 

normocromático (maduro), que atinge a corrente sanguínea (adaptado de RIBEIRO et al., 2003). 

 

Diversos estudos comprovaram a eficácia do teste do MN como indicador de danos 

citogenéticos em células cancerígenas. O aumento da frequência de MN é indicativo de 

elevação das taxas de mutações, o que está relacionado com o desenvolvimento de neoplasias 

(CARVALHO et al., 2002). A avaliação da frequência de MN em linfócitos de sangue 

periférico é extensivamente realizada em epidemiologia molecular e em citogenética, para 

avaliar a presença e a extensão dos danos cromossômicos nas populações humanas expostas a 

agentes genotóxicos ou para estimar o perfil de susceptibilidade genética do organismo a um 

dado agente tóxico. A alta confiabilidade e o baixo custo da técnica contribuíram para o 

sucesso mundial e adoção deste biomarcador em estudos de danos genéticos, tanto in vitro 

quanto in vivo (BONASSI et al., 2007; MAISTRO, 2014). 

2.7. Efeitos tóxicos sobre o sistema reprodutor  

Sabendo que o sistema reprodutor é suscetível a mudanças quando exposto a 

substâncias tóxicas, contaminantes ambientais e a medicamentos, podemos definir toxicidade 

reprodutiva por qualquer alteração da função normal dos componentes e funcionamento 

fisiológico do sistema reprodutor. As avaliações de risco sobre o potencial de uma substância 

causar efeitos sobre o sistema reprodutor são realizadas com base em informações obtidas de 

estudos com humanos. Na falta destas informações, são usados dados obtidos de 

experimentação animal. São inúmeros os agentes tóxicos capazes de causar danos 

reprodutivos tanto em humanos quanto em animais (BUFALO, 2007). 
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Os primeiros relatos de riscos ambientais para a função reprodutiva masculina 

surgiram na década de 70, quando trabalhadores expostos, ocupacionalmente, ao nematicida 

1,2-dibromo-3-cloropropano (DBCP) apresentaram severos prejuízos na espermatogênese 

(SLUTSKY et al., 1999). Desde então, uma maior atenção tem sido dada aos efeitos tóxicos 

das substâncias químicas sobre os testículos, onde a maioria dos estudos tem demonstrado que 

esses efeitos provêm do estresse oxidativo, sofrido pelos espermatozóides. Estes apresentam 

em sua membrana uma grande quantidade de ácidos graxos poliinsaturados que sofrem danos 

peroxidativos, induzindo a formação de EROs, que são uma das maiores causas da redução da 

viabilidade e fertilidade dos espermatozóides (ALVAREZ; MORAES, 2006).  

Existem cada vez mais evidências de que as substâncias químicas introduzidas no 

ambiente são capazes de afetar o sistema endócrino dos seres vivos. As enzimas envolvidas na 

via de biossíntese de esteroides são alvos importantes para ação de vários produtos químicos 

que perturbam o sistema endócrino. Os efeitos sobre a biossíntese de esteroides podem 

resultar em um prejuízo nos índices de reprodução, alterações na diferenciação sexual e no 

crescimento e desenvolvimento de certos tipos de tumores (SANDERSON, 2006).  

A síntese de testosterona é mediada pelo hormônio luteinizante (LH), que é produzido 

e secretado pela hipófise. A exposição das células de Leydig ao LH causa um aumento de 

adenosina monofosfato cíclico (AMPc) e adenilato ciclase. A primeira etapa da 

esteroidogênese se dá pela transferência do colesterol de fora da membrana mitocondrial para 

o interior da membrana da mitocôndria, onde é clivado em pregnenolona, que é um processo 

mediado pela proteína StAR (Steroidogenic Acute Regulatory Protein). A metabolização do 

colesterol em pregnenolona, que ocorre dentro da mitocôndria, depende de uma reação de 

clivagem da cadeia lateral do colesterol, catalisada pela proteína CYP11A. A pregnenolona 

formada sai da mitocôndria e é desidrogenada na posição 3-β, pela enzima 3 β-HSD. A 

pregnenolona e a progesterona são hidroxiladas pela enzima P450c17 no reticulo 

endoplasmático, enzima esta que também cliva a ponte de carbono 17, 20, convertendo a 17-

hidroxipregnenolona em dehidroepiandrosterona e a 17-hidroxiprogesterona em 

androstenediona. A 17-ceto-redutase e a 17 β-HSD, outra enzima do retículo endoplasmático, 

reduz a dehidroepiandrosterona em androstenediol e a androstenediona em testosterona 

(figura 4). Alterações nessas etapas podem comprometer a secreção de testosterona e, 

consequentemente, a função reprodutiva dos animais (DOMENICE et al., 2002; BLAHA et 

al., 2006; KILARKAJE, 2014). 
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Figura 4: Biossíntese de testosterona nas células de Leydig, mostrando a via enzimática da 

transformação do colesterol em testosterona (adaptado de KILARKAJE, 2014). 

 

 Todo esse processo ocorre nas células de Leydig, localizadas no interstício dos 

túbulos seminíferos dos testículos, que são responsáveis pela produção de cerca de 95 % da 

testosterona circulante no homem adulto. Essas células apresentam complexo de Golgi bem 

desenvolvido adjacente ao núcleo; mitocôndrias abundantes, variando de forma e tamanho; 

citoplasma acidófilo com áreas claras, correspondentes às gotículas de lipídeos; grande 

quantidade de retículo endoplasmático liso e rugoso; peroxissomos e lisossomos 

(CARVALHO et al., 2005). 

Os efeitos adversos de vários contaminantes ambientais sobre a função reprodutiva, 

tem sido motivo de muita preocupação nos últimos anos (MATHUR; D´CRUZ, 2011). A 

maioria dos químicos ambientais são compostos hormonalmente ativos que atingem o sistema 

endócrino e causam anomalias reprodutivas (CRAVEDI et al., 2007). Descobertas recentes 

sobre reprodução humana têm mostrado que a infertilidade pode afetar de 15 a 20 % dos 

casais em países industrializados, dados superiores aos índices obtidos no início dos anos 60. 

Um estudo de metanálise realizado por Carlsen et al. (1992) mostrou uma diminuição mundial 

de quase 50 % na contagem de espermatozoides de homens adultos, entre os anos de 1940 e 

1960. 

Substâncias químicas que atingem o sistema endócrino estão entre as maiores ameaças 

ambientais conhecidas. Ao imitar hormônios naturais, estes compostos químicos podem 
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interagir com o sistema endócrino e exercer efeitos tóxicos. Numerosos estudos têm 

demonstrado a interação dessas substâncias com receptores hormonais dos testículos, que 

interferem com a proliferação e diferenciação de células espermatogênicas (SARADHA; 

MATHUR, 2006).  
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3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo geral 

A putrescina é uma substância química encontrada no necrochurume e que, 

ocasionalmente, pode causar contaminações ambientais e colocar em risco a saúde dos seres 

vivos. O objetivo deste trabalho foi produzir e compilar a maior quantidade possível de 

informações sobre seu potencial toxicológico, para diferentes sistemas biológicos (in vitro e 

in vivo) e descrever o mecanismo de ação de diferentes concentrações testadas. 

3.2. Objetivos específicos 

 

 Avaliar o potencial citotóxico, genotóxico e mutagênico da putrescina, por meio da 

realização de ensaios com diferentes concentrações, em células meristemáticas de A. 

cepa;  

 Estimar a mutagenicidade de diferentes concentrações de putrescina, por meio do teste 

de Ames realizado com as linhagens TA 98 e TA 100 de S. Typhimurium, com e sem 

ativação metabólica; 

 Determinar as concentrações citotóxicas de putrescina para células HepG2, por meio 

do teste de MTT e do teste de redução da resazurina;  

  Avaliar os possíveis efeitos genotóxicos e mutagênicos da putrescina, por meio do 

ensaio do cometa e do teste de micronúcleos, em células HepG2; 

 Avaliar as alterações no padrão de expressão de genes envolvidos nas vias de 

metabolização de xenobióticos, reparo do DNA e estresse oxidativo, em células 

HepG2; 

 Analisar os efeitos tóxicos da putrescina em ratos Wistar, por meio de análises 

hematológicas, bioquímicas e biométricas;  

 Investigar o potencial genotóxico e mutagênico da putrescina, por meio do ensaio do 

cometa realizado com células sanguíneas e do teste de micronúcleo em medula óssea 

de ratos Wistar; 

 Analisar os efeitos da putrescina sobre a produção de espermatozóides, em testículos e 

epidídimos de ratos Wistar; 
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 Analisar alterações na expressão proteica de proteínas envolvidas na via de produção 

da testosterona, por meio de western blotting;  

 Investigar as alterações morfológicas, morfométricas e estereológicas em testículo de 

ratos Wistar expostos a diferentes concentrações de putrescina; 

 Analisar os níveis de estresse oxidativo em testículos e epidídimos de ratos Wistar 

expostos a diferentes concentrações de putrescina. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

Os materiais e métodos serão apresentados de acordo com os organismos testes 

utilizados. A figura 5, sintetiza todos os testes e avaliações realizadas com os diferentes 

organismos teste.  

Figura 5: Organismos teste e experimentos realizados com putrescina  

 

4.1 Substância química avaliada  

Para o desenvolvimento dos ensaios, foi utilizada a poliamina putrescina (1,4-

Diaminobutano, fórmula molecular C4H12N2, peso molecular 88,15 g/mol, CAS No. 110-60-

1, Sigma-Aldrich, com pureza de 99,0 %). Todos os experimentos foram desenvolvidos 

utilizando concentrações de exposição inferiores a DL50 oral estabelecida para ratazanas (463 

mg/kg), conforme informações disponíveis na ficha de segurança do produto. A formula 

estrutural da substância está representada na figura 6.  

Figura 6: Fórmula estrutural da putrescina. 
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As concentrações de putrescina avaliadas nos diferentes bioensaios estão apresentadas 

na tabela abaixo (Tabela 1). 

 

Tabela 1: Concentrações utilizadas para os diversos bioensaios, em relação à DL50 de putrescina para 

ratazanas.            

4.2 Bioensaio com A. cepa 

4.2.1 Exposição das sementes de A. cepa 

Sementes de A. cepa (Baia Periforme) foram colocadas para germinar em placas de 

Petri forradas com papel filtro umedecidos com as concentrações de putrescina: 0,75 mg/kg, 

1,5 mg/kg, 3,0 mg/kg, 8 mg/kg, 13 mg/kg, 18 mg/kg, 23 mg/mg, 46,3 mg/mg, 138,9 mg/kg, 

231,5 mg/kg.  O controle negativo foi umedecido com água Mili-Q e o controle positivo 

umedecido com uma solução aquosa de Metil metanossulfonato (MMS – 4x10-4). 

Após germinação, radículas com aproximadamente 1,5 cm de comprimento foram 

coletadas e fixadas em Carnoy 3:1 (3 partes de etanol para 1 de ácido acético – v:v) e 

mantidas em geladeira, onde permaneceram até a sua utilização na confecção das lâminas.  

4.2.2 Teste de aberrações cromossômicas e micronúcleos em células meristemáticas de 

A. cepa 

As análises citológicas foram realizadas de acordo com o protocolo descrito por Grant 

(1982), com algumas modificações. As raízes foram submetidas a uma hidrólise ácida em HCl 
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1N a 60 ºC, durante 9 minutos, seguida de uma lavagem em água destilada. Os meristemas 

foram submetidos ao reativo de Schiff durante duas horas e, na sequência, foram 

confeccionadas das lâminas. A região meristemática foi recoberta com lamínula e, 

suavemente, esmagada com uma gota de Carmim Acético (2 %). Em seguida, as lamínulas 

foram extraídas em nitrogênio líquido e as lâminas foram montadas com resina sintética. 

Foram confeccionadas 10 lâminas para cada concentração e analisadas um mínimo de 500 

células/lâmina. Foram considerados os diferentes tipos de aberrações cromossômicas, em 

diferentes fases do ciclo celular. As perdas, aderências, pontes e atrasos cromossômicos e 

também os brotos nucleares foram usados na avaliação da genotoxicidade e a presença de 

quebras cromossômicas e micronúcleos como indicativos de mutagenicidade. Os resultados 

das diferentes concentrações foram comparados com os dados do controle negativo, pelo teste 

de Mann Whitney (p<0,05). 

4.3 Teste de Ames  

4.3.1 Linhagens de Salmonella typhimurium 

Para a realização do teste de Ames, foram utilizadas duas linhagens bacterianas: TA 

98 (detecta mutações do tipo deslocamento do quadro de leitura e apresenta uma mutação no 

gene responsável pela síntese da histidina do tipo hisD3052) e a linhagem TA 100 (detecta 

mutação do tipo substituição de pares de bases e apresenta uma mutação no gene responsável 

pela síntese da histidina do tipo hisG46). Ambas as linhagens apresentam mutação rfa, que 

aumenta a permeabilidade da parede de polissacarídeos bacteriana, facilitando a entrada de 

moléculas maiores para o interior da célula; deleção do gene uvrB (ΔuvrB), que impede o 

reparo por excisão; e o plasmídeo PKM101 (Apr), o qual apresenta o gene mucAB, que 

confere resistência a ampicilina, por favorecer o reparo pós-replicação do tipo sujeito a erros, 

além de contribuir para um aumento da taxa de mutação espontânea e induzida (MARON; 

AMES, 1983; MOTELMANS; ZEIGER, 2000). 

4.3.2 Salmonella/microssoma – Teste de Ames  

As linhagens TA 98 e TA 100 de S. typhimurium foram colocadas em caldo nutriente, 

para crescerem em incubadora shaker a 37 ºC, por 16 horas. Em seguida, para os ensaios sem 

ativação metabolica (-S9), foram adicionados 100 μL de cada linhagem celular em tubos de 

cultura contendo 500 μL de tampão fosfato e 100 μL das diferentes concentrações de 

putrescina. Para os ensaios com presença de ativação metabólica (+S9), o tampão fosfato foi 



Materiais e Métodos_______________________________________________________35 

 

 

substituído por 500 μL de mistura S9 [água destilada estéril, tampão fosfato 0,2 M, NADP 0,1 

M, glicose-6-fosfato 1,0 M, solução de sais (KCl 1,65 M e MgCl2 0,4M) e fração S9 (Sistema 

microssomal S9, Moltox)]. O controle positivo (CP) foi realizado da mesma forma que os 

ensaios com os tratamentos, porém o volume correspondente às concentrações da putrescina 

foram substituídos pela substância usada como CP, conforme segue: óxido de 4-

nitroquinolina (4NQO) (Sigma, CAS No. 56- 57-5), na concentração de 0,05 μg/μL, para os 

testes realizados na ausência de ativação metabólica e o 2-aminoantraceno (2AA) (Sigma, 

CAS No. 613-13-8), na concentração de 0,25 μg/μL, para os testes realizados na presença de 

ativação metabólica. 

Para o CN, foram adicionados 100 μL de cada linhagem de bactéria em tubos de 

cultura contendo 500 μL de tampão fosfato ou de mistura S9 e 100 μL de água mili-Q 

(solvente utilizado para diluir a amostra). Os tubos contendo as misturas foram pré-incubados 

em banho-maria a 37 ºC, por 30 minutos. Em seguida, o seu conteúdo, acrescido de 2 mL de 

ágar de superfície, foi vertido em placas de Petri estéreis, contendo ágar mínimo solidificado. 

As placas foram incubadas em estufa bacteriológica a 37 ºC, por 66 horas. Cada teste foi 

realizado em triplicata. Os CP foram realizados em duplicata e o CN, em quintuplicata.    

Para a análise de mutagenicidade, as colônias de bactérias revertentes foram contadas 

manualmente e expressas em média ± desvio padrão. O potencial mutagênico foi avaliado 

pela quantificação do número de colônias revertentes em cada placa. Os dados foram 

avaliados pelo software SALANAL (Salmonella Assay Analysis 1.0), selecionando os 

modelos de Bernstein ou linear. As concentrações foram consideradas mutagênicas, quando o 

resultado estatístico do teste ANOVA (p<0,05) e da regressão linear (p<0,05) foram 

significativos. Os resultados foram expressos pelo número de revertentes/miligrama da 

amostra testada.  

4.4 Bioensaios com células de hepatocarcinoma humano (HepG2) 

4.4.1 Cultura de células de hepatocarcinoma humano (HepG2) 

As células de hepatocarcinoma humano (HepG2), obtidas junto ao Banco de Células 

do Rio de Janeiro (Duque de Caxias, RJ, Brasil), foram cultivadas em meio MEM (Meio 

Mínimo Eagle Essencial) com 100U/mL de penicilina/estreptomicina (Gibco, Nova Zelândia), 

suplementado com 10 % de soro fetal bovino (Cultilab, Campinas, Brasil). As células foram 

mantidas em frascos de cultura descartáveis de 25 cm2 em estufa com 5 % de CO2, a 37 °C. 
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Para os testes de cometa e de micronúcleo, foram utilizados PBS como controle negativo e 

uma solução aquosa de Metil Metano Sulfonato - MMS (4x10-2 M) para o controle positivo. 

4.4.2 Teste de citotoxicidade do MTT (Brometo de Tiazolil azul de Tetrazólio)   

O teste do MTT foi realizado em placas 96 poços (fundo chato). Foram semeadas, 

aproximadamente, 2,34 x 104 células por poço, em um volume total de 100 μL de meio com 

soro. As placas foram incubadas por um período de 24 horas e, após este período, o meio foi 

retirado e um novo meio de cultura (sem soro) foi adicionado, juntamente com os tratamentos 

nas suas diferentes concentrações, em um volume final de 200 μL. O controle positivo (CP) 

foi realizado com Triton X-100, diluído em meio de cultura sem soro, na concentração de 1% 

e o controle negativo (CN) realizado apenas em meio de cultura sem soro. Foram testadas 

doze diferentes concentrações de putrescina, por um período de 24 horas. Para finalização do 

teste, foram adicionados 150 μL de MTT em cada poço da placa, seguido da incubação por 

um período de 4 horas, a 37 °C. Na sequência, foi descartada a solução de MTT e foi 

adicionado, em cada poço, 100 μL de dimetilsulfóxido (DMSO). As placas foram lidas em 

espectrofotômetro com leitor de microplaca, filtro de 540 nm (Aparelho Multiskan FC – 

ThermoScientific).  No ensaio de MTT foram testadas 12 diferentes concentrações, 

estabelecidas a partir da DL50 (463 mg/kg para ratazanas) de putrescina. Foram realizados 

ensaios com 100 %, 95 %, 90 %, 85 %, 80 %, 70 %, 60 %, 50 %, 40 %, 30 %, 20 % e 10 %. 

4.4.3 Teste de citotoxicidade com redução da resazurina 

Para a realização do teste de citotoxicidade com resazurina, foram semeadas células 

HepG2 em placas de 96 poços, contendo100 μL de meio com soro. O teste foi realizado de 

acordo com O`Brien et al. (2000), como segue. As placas foram incubadas por 24 horas em 

estufa de CO2 a 37 °C, o meio de cultura foi retirado e 200 μL de meio de cultura contendo as 

diferentes concentrações de putrescina foram adicionados nos poços correspondentes à cada 

concentração. O CP e CN foram os mesmos utilizados para o teste de MTT. As células foram 

expostas por 24 horas à putrescina e, na sequência, os tratamentos foram descartados. Foram 

adicionados, em cada poço da placa, 200 μL de Resazurina (44 µM), preparada em meio de 

cultura. A placa foi incubada por 4 horas à 37 °C e a leitura foi realizada em fluorímetro 

Infinite® 200 pro microplate readers (TECAN, Mannedorf, Suíça), configurado com λ = 560 

nm de excitação e λ = 590 nm de emissão. As concentrações avaliadas foram as mesmas que 

no teste de MTT. As concentrações que apresentaram viabilidade celular menor que 80% 

foram consideradas citotóxicas.   
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4.4.4 Ensaio do cometa 

As células foram cultivadas em condições ideais (37 ºC, em estufa de CO2), por 24 h. 

Em seguida, foram submetidas aos tratamentos por um período de 24 horas (um ciclo celular 

completo), com as concentrações de putrescina referentes a 10, 30, 50 e 70 % da DL50. Após o 

tratamento, as células foram lavadas duas vezes com 5 mL de PBS e tripsinizadas com 500 

µL de Tripsina 0,5 % por 5 minutos, para desprendimento celular. Decorrido este tempo, o 

processo foi interrompido pela adição de 5 mL de meio de cultura completo. As suspensões 

celulares foram transferidas para tubos falcon e centrifugadas a 1500 rpms, por 5 minutos. O 

sobrenadante foi descartado, reservando-se apenas 0,5 mL da solução, onde o pellet foi 

ressuspendido. A viabilidade celular foi avaliada pelo método da coloração com Azul de 

Trypan (GIBCO), onde 20 µL de suspensão celular, de cada tratamento, foram misturados 

com 20 µL de corante a 0,4 % e analisados em microscópio de luz em objetiva de 40x. Foram 

contabilizadas as quantidades de células viáveis (brancas) e inviáveis (coradas em azul). Os 

índices de viabilidade celular foram obtidos considerando-se as porcentagens de células 

viáveis do total de células analisadas, aceitando-se o limite mínimo de 80 % de células 

viáveis, para o prosseguimento do experimento. A solução celular foi passada por uma seringa 

de insulina estéril de 1 mL, para obtenção de células isoladas. Em seguida, uma alíquota de 20 

µL de suspensão celular foi misturada com 120 µL de agarose de baixo ponto de fusão 0,5% a 

37 °C e, rapidamente, gotejada sobre lâminas secas previamente cobertas com agarose 

normal, 1,5 %. As lâminas foram feitas em réplicas e mantidas a 4 ºC, por 20 minutos. As 

lamínulas foram removidas cuidadosamente e as lâminas foram imersas em solução de lise 

gelada (1 mL de Triton X-100, 10 mL de DMSO e 89 mL de solução de lise estoque - NaCl 

2,5 M, EDTA 100 mM, Tris10 mM, 8 g de NaOH, 890 mL de água destilada), pH 10, no 

escuro, a 4 ºC, por 1 hora. 

Após este procedimento, as lâminas foram colocadas em uma cuba de eletroforese e 

cobertas com uma solução tampão (NaOH 300 mM + EDTA 1 mM, com pH>13), 

descansando por 20 minutos, para a desnaturação do DNA. A corrida eletroforética foi 

realizada por 20 minutos a 39 V e 300 mA (~ 0.8 V/cm). Em seguida, as lâminas foram 

neutralizadas, durante 15 minutos, em tampão de neutralização (0,4 M de tris-HCL, pH 7.2). 

As lâminas foram fixadas por 10 minutos em etanol absoluto. No ato da análise microscópica, 

as lâminas foram coradas, individualmente, com 50 µL de Gel red (0,02 mg/mL) e analisadas 

em microscópio de fluorescência Olympus, objetiva de 40x, filtro B - 34 (excitação: i= 420-

490 nM, barreira: I= 520 nM). Foram contabilizados 100 nucleóides por lâmina, totalizando 

600 nucleóides por tratamento. Os danos no DNA foram estimados por 3 parâmetros: 
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intensidade de DNA, comprimento e momento da cauda, avaliados pelo software Comet 

Assay IV (Perspective Instruments, Bury Saint Edmunds, Reino Unido).   

4.4.5 Teste do micronúcleo com bloqueio de citocinese 

Para o teste do micronúcleo realizado com células mantidas em cultura, foi utilizada a 

técnica descrita por Natarajan e Darroudi (1991), com algumas modificações, como segue: as 

células (total de 5x105 por frasco) foram cultivadas por um ciclo celular completo (24 horas), 

antes da adição dos tratamentos. Em seguida, foi adicionado o meio de cultura contendo as 

devidas concentrações de putrescina, para uma exposição de 24 horas. Após o período de 

exposição, as células foram lavadas por duas vezes com tampão PBS, seguido da adição de 5 

mL de meio de cultura completo com citocalasina B (concentração final de 3 µg/mL), onde 

permaneceram por mais 28 horas. Posteriormente, as células foram coletadas, tratadas com 

solução hipotônica (citrato de sódio 1 %) e fixadas com formol (40 %) e Carnoy (etanol-ácido 

acético 3:1 – v:v). As lâminas para análise foram preparadas gotejando algumas gotas da 

cultura celular sobre lâminas limpas, geladas e contendo um filme de água. Após secagem, as 

lâminas foram coradas com Giemsa 5 %, por 8 minutos. Os testes foram realizados em 

triplicata. Foram contabilizadas 1.000 células binucleadas com membrana nuclear e 

citoplasmática íntegras, núcleos de tamanhos similares não sobrepostos e com o mesmo 

padrão e intensidade de coloração, por réplica, totalizando 3.000 células contadas por 

tratamento. Foram identificados e contabilizados os micronúcleos, as pontes 

nucleoplasmáticas e os brotos nucleares (FENECH, 2000). A análise de significância dos 

resultados foi feita pelo teste estatístico paramétrico ANOVA (1 critério), seguido pelo teste 

de comparação de Tukey p<0,05. 

4.4.6 Cálculo do índice de divisão nuclear (IDN) 

O índice de divisão nuclear (IDN) foi calculado baseando-se no número de células 

mono, bi, tri e tetranucleadas encontradas num total de 500 células contadas por tratamento. 

Esse índice fornece uma medida de estado proliferativo das células viáveis. O Cálculo foi 

feito de acordo com a expressão: IDN= [M1+ 2(M2) + 3(M3) + 4(M4)]/N. Onde M1-M4 

representam os números de células com  1, 2, 3 e 4 ou mais núcleos, e o N é o número total de 

células contadas (EASTMOND; TUCKER, 1989). 
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4.4.7 Análises moleculares: extração de RNA e perfil de expressão gênica 

As células foram expostas como nos ensaios anteriores e, após as 24 horas de 

exposição, foram tripsinizadas, coletadas, lavadas por três vezes com PBS e centrifugadas até 

completa lavagem do meio de cultura e da tripsina. Os RNAs foram extraídos com Tri 

Reagente® (Sigma, St Louis, EUA). A qualidade e a concentração dos RNAs foram analisadas 

em NanoVueTM Plus Spectrophotometer (GE Healthcare). O cDNA foi sintetizado, a partir de 

250 ng de RNA total, com o kit High-Capacity cDNA reverse Transcription (Applied 

Biosystems TM), em um volume final de 20 µL. Foram selecionados genes relacionados à 

metabolização, aos danos no DNA e ao estresse oxidativo. Todos os iniciadores foram 

desenhados por meio do programa Primer 3 Plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-

bin/primer3plus/primer3plus.cgi), utilizando as sequências depositadas no banco de dados 

NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) (Tabela 2).  

http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Tabela 2: Genes e sequências dos iniciadores utilizados nos ensaios de expressão gênica  

 

Nome dos genes Gene 
Identificação 

do gene 

Sequencia direta 

(5`- 3`) 

Sequencia reversa 

(5`- 3`) 

Tamanho do 

amplicon (Pb) 

Síntese de poliaminas 

Ornitina descarboxilase OCD 4953 CCCAGCGTTGGACAAATACT TCCATAGACGCCATCATTCA 205 

Estresse oxidativo 

Superóxido dismutase 1 SOD1A 6647 AGGGCATCATCAATTTCGAG GTGAGGACCTGCACTGGTAC 146 

Catalase CAT 847 CGTGCTGAATGAGGAACAGA AGTCAGGGTGGACCTCAGTG 119 

Glutationa Peroxidase GPx1 2876 TTGACATCGAGCCTGACATC ACTGGGATCAACAGGACCAG 185 

Glutationa Redutase GSR 2936 ATCCATATGCAGGGACTTGG GTAGGGTGAATGGCGACTGT 110 

Metabolismo de xenobióticos 

Citocromo P450, 

família 1 
CYP1A1 1543 TTCCCTGATCCTTGTGATCC GGAGATTGGGAAAAGCATGA 109 

Glicuronil transferase UGT1A1 54658 GTGCCTTTATCACCCATGCT GCTTTGCATTGTCCATCTGA 108 

Danos no DNA 

Reparo por Excisão ERCC1 2072 CTACAGCCAGTGCATCTCCA CTCCTGAAACAAGGCACCTC 112 

Núclease APEX APEX1 328 ATATTGCTTCGGTGGGTGAC GCTCTGTCCTGAGCTCATCC 115 

Chechpoint Quinase1 CHEK1 1111 CGCTCCCAACACGGAGTTCC TCACAGTCGGTGAAGCAGAG 119 

Housekeeping 

B-actina β-act 60 CGGGACCTGACTGACTAC CTCCTTAATGTCACGCAC 87 
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O PCR em tempo real foi realizado em aparelho StepOne Plus® System (Applied 

Biosystems, Foster City, Estados Unidos). As reações realizadas em placas de 96 poços, 

foram montadas para um volume final de 10 µL, sendo 0.75 µM de iniciadores, 2 µL de 

cDNA diluído 10 vezes e 5 µL de SYBR® Green Real-Time PCR Master Mix (Applied 

BiosystemsTM). As condições para PCR foram: Denaturação inicial e ativação enzimática 

por 10 mim a 95 ºC, seguidos de 40 ciclos de 95 ºC por 15 s, 60 ºC por 1 mim.  As alterações 

na expressão gênica foram determinadas usando a ß-actina como gene de referência 

(housekeeping). O método de comparação utilizado foi CT (ΔΔCT).  Todas as amostras foram 

avaliadas em triplicata. 

4.5 Bioensaios com ratos Wistar 

4.5.1 Animais experimentais e delineamento experimental 

Para a realização dos experimentos, foram utilizados 54 ratos Wistar machos adultos, 

com peso inicial em torno de 250 g. O tratamento dos animais foi realizado no centro de 

experimentação animal da Fundação Hermínio Ometto (FHO-UNIARARAS), que possui 

amplo espaço, ótimas instalações e condições experimentais para o desenvolvimento dos 

ensaios. Os animais permaneceram em temperatura controlada de 25 °C, umidade do ar a 60 

%, ciclos claro/escuro de 12 horas e água e ração purina ad libitum. Este estudo foi aprovado 

pelo comitê de ética em pesquisa animal da FHO-UNIARARAS (Protocolo nº 024/2013) e foi 

conduzido de acordo com as diretrizes éticas do Colégio Brasileiro de Experimentação 

Animal (COBEA). 

As concentrações testadas de putrescina foram definidas a partir de referência contida 

na ficha de informações de segurança do produto (Sigma-Aldrich), que aponta uma DL50 oral 

para ratazanas de 463 mg/kg. As concentrações de uso foram definidas em 10 % (T1- 46,3 

mg/kg), 30 % (T2- 138,9 mg/kg) e 50 % (T3- 231,5 mg/kg) da DL50.  

Os animais foram divididos em quatro grupos de 12 indivíduos, distribuídos em 

gaiolas A e B, com seis animais em cada. O grupo controle (n=12) recebeu apenas água 

filtrada e os três grupos tratados T1, T2 e T3 (n=12) receberam, em cada um dos tratamentos, 

uma das concentrações citadas acima. Além disso, foi feito um grupo controle positivo (n=6), 

para o teste de micronúcleo e ensaio do cometa, cujos animais receberam o MMS (20 mg/kg), 

24 horas antes da eutanásia. Os animais foram pesados semanalmente e o volume 

administrado foi calculado de acordo com o peso de cada animal. A substância foi 

administrada via gavage, por um período de 56 dias, tempo necessário para completar o ciclo 
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completo da espermatogênese (RUSSELL et al., 1990), uma vez que foram avaliadas as 

funções reprodutivas dos animais. O delineamento experimental pode ser visto de forma 

esquemática na Figura 7. 

Figura 7: Delineamento experimental do experimento realizado com ratos Wistar 

4.5.2 Coleta de sangue caudal, após 15 e 30 dias de exposição 

O sangue dos animais foi coletado por punção caudal, após 15 e 30 dias de exposição. 

Foram retirados, aproximadamente, 600 µL de sangue, que foram armazenados em tubos de 

centrifuga de 1,5 µL. Logo na sequência, foram feitas as lâminas para o ensaio do cometa e o 

restante do sangue foi centrifugado a 3500 rpm por 15 minutos, para separação do soro que 

foi utilizado para dosagens bioquímicas de glicemia, colesterol e triglicérides.  

4.5.3 Eutanásia e coleta de materiais biologicos 

Ao final de 56 dias de exposição, os animais foram submetidos a dois procedimentos: 

Animais das caixas A: o sangue desses animais foi coletado por punção cardíaca e, na 

sequência, eles foram perfundidos para obtenção de material para análises histológicas; 

Animais das caixas B: nesses indivíduos, o sangue, coletado por punção cardíaca, foi usado 

nas análises bioquímicas e hematológicas e no ensaio do cometa, os testículos e epidídimos, 

usados para as análises bioquímicas e a medula óssea para o teste de micronúcleo.  Os 

animais, anestesiados com solução de Xilazina (Rompun® - Bayer S.A. – 20 mg/mL) e 

Cetamina (Ketalar® - Parke, Davis & Co.- 50 mg/mL), foram submetidos à labarotomia 
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medial, seguido da expansão da cavidade torácica, para expor o coração para a realização da 

punção cardíaca, que foi realizada com uma seringa de 5 mL. Em seguida, o sangue foi 

acondicionado em tubos à vácuo, previamente identificados e armazenados a 4 °C. 

Após a punção cardíaca, foi introduzida uma cânula na artéria renal, conectada a um 

sistema de perfusão e realizada uma secção no átrio direito, para a realização da drenagem da 

solução. A perfusão foi realizada, inicialmente com uma solução salina heparinizada 1%, 

seguida de solução de glutaraldeido 4%, paraformolaldeido 4% em tampão cacodilato de 

sódio 0,1 M, pH 7,2, por aproximadamente 30 minutos. Todos os órgãos foram pesados 

individualmente para análise estatística.  

4.5.4 Sangue para análises hematológicas e bioquímicas 

O sangue foi coletado em tubos adequados para cada análise. O sangue destinado à 

análise do hemograma foi coletado em tubos com tampa roxa, contendo o anticoagulante 

EDTA, e o sangue para análises bioquímicas foi coletado em tubos com tampa vermelha e 

sem anticoagulante. As amostras foram encaminhadas para o laboratório de análises clinicas 

CEDIVET – Centro de Diagnostico Veterinário, localizado na cidade de Rio Claro, Rua 5, nº 

2768, CEP 13504-0493. 

Os Parâmetros hematológicos avaliados foram: hemograma completo (contagem de 

hemácias, concentração de Hemoglobina (He), Hematócrito (Ht), Volume Corpuscular Médio 

(VCM), Hemoglobina Corpuscular Média (HCM), Concentração de Hemoglobina 

Corpuscular Média (CHVM), leucócitos totais, bastonetes, neutrófilos, linfócitos, eosinófilos, 

bastonetes, monócitos e plaquetas. 

Nas análises bioquímicas foram determinados os valores de proteínas totais, 

creatinina, uréia, Fosfatase Alcalina (FA), Alanina Aminotransferase (ALT), Aspartato 

Aminotransferase (AST) e testosterona total. 

4.5.5 Dosagem de glicemia e colesterol nas amostras de sangue dos ratos submetidos a 

15, 30 e 56 dias de exposição 

As dosagens bioquímicas de glicemia, colesterol total, HDL e triglicérides foram 

realizadas com os kits comerciais Bioliquid® (Laborclin, Paraná, Brasil), utilizados de acordo 

com as indicações do fabricante. A leitura das análises foi feita por espectrofotometria, 

utilizando o leitor de placas ASYS- Expert Plus- Analítica.  
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4.5.6 Ensaio do cometa com células sanguíneas.  

Para o ensaio do cometa, 240 µL de agarose de baixo ponto de fusão foram misturados 

a alíquotas de 40 µL de amostra sanguínea, separadas por animal e por grupo. 140 µL desta 

mistura foram pipetados sobre as lâminas previamente preparadas e, na sequência, cobertas 

por uma lamínula. O procedimento do ensaio do cometa foi realizado igual ao item (4.4.4).  

Os nucleóides foram classificados, visualmente de acordo com a migração dos 

fragmentos em: classe 0 - nucleóides sem dano; classe 1 - nucleóides ligeiramente danificado; 

classe 2 - nucleóides com danos médios; classe 3 - nucleóides altamente danificado e classe 4 

– nucleóides com pequena cabeça e com todo DNA na cauda (COLLINS et al., 1997). Os 

resultados foram apresentados de acordo com a frequência de danos avaliada em cada uma 

das classes de cometa, em número total de células danificadas e em índice de danos por grupo 

(ID) (BRANCO et al., 2015), calculado pela equação:  NC0x0 + NC1x1 + NC2x2 + NC3x3 

+NC4x4 = DI onde NC é o número de nucleóides observados em cada classe e os números, as 

classes correspondentes.  

4.5.7 Teste do micronúcleo em medula óssea de roedores 

A técnica utilizada para o estudo de MN em células de medula óssea foi descrita por 

Schimid (1975), com modificações, descritas a seguir: Os animais foram dissecados com 

pinça e tesoura de dissecação, para a retirada do fêmur. O osso foi limpo, com a retirada dos 

tecidos a ele aderidos, e as epífises foram seccionadas. Com o uso de uma seringa, foi 

introduzido no canal medular 1 mL de soro fetal bovino (CULTILAB, Campinas, Brasil) para 

lavar (por 3 vezes) e retirar, completamente, o conteúdo das células do canal medular. As 

amostras de medula óssea foram dispostas em um tubo de centrífuga, contendo 2 mL de soro 

fetal bovino e centrifugada a 1000 rpm por 5 minutos. Retirado o sobrenadante, o material foi 

ressuspenso em 1 mL de soro fetal e homogeneizado, com o auxílio de uma pipeta Pasteur. 

Foi depositada sobre uma lâmina uma gota da suspensão celular e realizada a distensão do 

material medular (RIBEIRO et al., 2003). As distensões foram colocadas em estufa a 37° C, 

por aproximadamente 2 horas e, em seguida, foram flambadas em chama de lamparina, para 

fixação. A coloração foi realizada deixando as lâminas por três minutos em solução pura de 

Wright. Posteriormente, foram lavadas com água e colocadas, por 1 mim, em solução de 

Wright mais tampão fosfato pH 7.0 (1:1 v:v), lavadas novamente em água e colocadas, por 10 

mim, em uma mistura de tampão fosfato, água destilada e Giemsa (10:10:1). Em seguida, as 

lâminas foram lavadas em água corrente, para retirada do excesso de corante. Foram 

analisados, para cada animal, 4000 eritrócitos policromáticos (EPCs) e contados quantos deles 
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se apresentavam micronucleados. As lâminas foram codificadas e analisadas em teste cego, ao 

microscópio de luz visível, com objetiva de imersão. Os dados foram tabulados, usando o 

programa Graphpad Prism 6.0 e submetidos ao teste ANOVA e Tukey, com grau de 

significância de 5%. Os resultados foram apresentados em frequência de eritrócitos 

policromáticos micronúcleados (EPCMNs) para 4000 eritrócitos policromáticos (PCEs) por 

animal. A substância testada pode ser considerada mutagênica quando produz aumento 

significativo (p<0,05) na frequência de EPCMNs, em relação ao controle negativo (RIBEIRO 

et al., 2003). 

4.5.8 Análises dos testículos e epidídimos  

4.5.8.1 Biometria  

Os testículos previamente fixados (gaiolas A) foram dissecados para a retirada da 

albugínea. Este procedimento permitiu obter o peso real do parênquima testicular, referente a 

porção funcional dos testículos. Com base nos pesos corporais dos animais e no peso dos 

testículos dissecados, foi obtido o índice gonadossomático (IGS), calculado a partir da 

seguinte fórmula: 

IGS= MG (massa total das gônadas) / MC (massa corporal dos animais) X 100 

Para os epidídimos, foi calculado, o índice epididimossomático (IES), que foi expresso 

pela relação entre o peso do corpo do animal e o peso do epidídimo (IES= (peso do epidídimo 

(g)/peso corpóreo (g)) x 100. 

4.5.8.2 Contagem dos espermatozoides nos testículos e epidídimos 

Os testículos e epidídimos dos animais que não foram perfundidos (gaiolas B), foram 

congelados e armazenados a -20º C, para serem individualmente analisados posteriormente. 

Para a contagem de espermatozóides nos testículos, foi retirada a albugínea. Os mesmos 

foram pesados e triturados em homogeneizador IKA T-18, marca (Biovera), com 5 mL de 

solução salina (STM) (0,9 % NaCl e 0,05 % Trinton X-100). Deste homogenato, foram 

retirados 100 µL e diluídos em 900 µL de STM. Já os epidídimos foram divididos em 

cabeça/corpo e cauda e, cada fragmento, foi pesado e triturado. A cabeça/corpo foi 

homogeneizada com 1 mL de STM, para cada 200 g e a cauda homogeneizada com 1 mL, 

para cada 100 g. Esta diluição foi feita na proporção de 50 µL para 950 µL de STM. A 

contagem dos espermatozóides em ambos os órgãos, foi feita em duplicata e em câmara de 

Neubauer, sendo que entre cada campo, de cada câmara contada, a diferença teria que ser 
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menor que 10% e entre a contagem das duas câmaras a diferença teria que ser menor que 

20%. 

4.5.8.3 Produção espermática diária (PDE) e cálculo do transito espermático  

A produção espermática diária (PDE) foi calculada dividindo o número total de 

espermátides/espermatozoides do testículo por 6,1 dias, período este que corresponde ao 

tempo de duração da maturação das espermátides, que ocorre nos túbulos seminíferos, no 

passo 19 do estágio VIII (ROBB et al., 1978). O trânsito dos espermatozóides foi calculado, 

dividindo o número de espermatozóides x106 pelo peso do parênquima e, depois pela PDE. 

Os resultados foram submetidos à análise estatística utilizando o teste estatístico ANOVA, 

com pós-teste Tukey, para comparação dos grupos tratados com o grupo controle.  

4.5.8.4 Western Blotting para análise de expressão proteica 

Para a avaliação das proteínas CYP11A1, 17 B-HSD e StAR, fragmentos de testículo 

foram homogeneizados, por 30 segundos, em tampão de extração para imunoprecipitado, para 

a extração proteica. O extrato foi centrifugado a 1500 rpm a 4° C, por 45 min, para a remoção 

do material insolúvel. Alíquotas do sobrenadante foram tratadas com tampão Laemmli 

contendo 10 mM de DTT (Ditiotreitol) e 40 µg de proteínas foram utilizadas na corrida em 

SDS-PAGE 12 %, em aparelho minigel (Miniprotean). Após a corrida, as proteínas foram 

eletrotransferidas (a 0,8 mA/cm2) do gel para a membrana de nitrocelulose (0,45 µ). Esta foi 

incubada por duas horas em solução bloqueadora, para diminuir as ligações inespecíficas das 

proteínas. Na sequência as membranas foram incubadas por 4 horas com os anticorpos 

específicos: anti-CYP11A1 (ab175408-abcam), anti-17BHSD (M-174: sc-32 872 – Santa 

Cruz Biothnology) e anti- StAR (ab180804-abcam) previamente diluídos (1:100) na solução 

de bloqueio (leite em pó desnatado a 1%). A membrana foi submetida a lavagens com solução 

de TBS-T  (tris-HCl, ph 8.0, contendo 150 mM de NaCl e 0,05 % de Twenn 20) e, em 

seguida, incubada com o anticorpo secundário anti-igG de coelho (ab97051-abcam), diluído 

1:5000 em solução de bloqueio, por duas horas a temperatura ambiente. As membranas foram 

reveladas no fotodocumentador Syngene G:BOX. A intensidade das bandas foi avaliada por 

densitometria, no programa do fotodocumentador Gene Tools. 

4.5.9 Quantificação de estresse oxidativo nos testículos e epidídimos 

4.5.9.1 Quantificação de proteínas totais  

Para a determinação de proteínas totais, foi preestabelecida uma curva de calibração, a 

partir de diferentes concentrações de albumina 22 %. Foram homogeneizados em tampão 
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fosfato 0,1 M, pH 7.4, por meio do homogeneizador de tecidos modelo IKA T-18, marca 

(Biovera), um testículo e um epidídimo inteiros. As proteínas foram quantificadas pelo 

método de biureto, e a leitura das absorbâncias foram feitas em 540 nm. Os valores obtidos 

foram inseridos na equação da reta preestabelecida e foi determinada a concentração proteica 

para cada tecido (GORNALL et al., 1949). 

4.5.9.2 Avaliação da atividade da Catalase (CAT) 

Os ensaios para dosagem da atividade da CAT foram conduzidos de acordo com o 

método de Aebi (1974). Foi adicionando 0,1 mg de proteínas em 2 mL de tampão fosfato 50 

mM, pH 7.0. A reação foi iniciada pela adição de 100 µL de peróxido de hidrogênio 10 

volumes. A velocidade de decomposição do peróxido de hidrogênio foi monitorada 

espectrofotométricamente por 2 minutos e 30 segundos, em intervalos de 30 segundos por 

meio da variação da absorbância em 240 nm. A atividade foi expressa em unidades de 

absorbância/minuto. 

4.5.9.3 Avaliação da atividade da enzima Superóxido dismutase (SOD) 

A atividade da SOD foi avaliada pelo método de autoxidação do pirogalol, conforme 

descrito por Marklund e Marklund (1974). O ensaio foi desenvolvido com 0,1 mg de proteína, 

2 mL de tampão TRIS- HCl, 25 mM com EDTA 1 mM, pH 8.5 e 200 μl de pirogalol 15 mM. 

A solução foi incubada a 25 °C por 10 minutos. Após a incubação, foram adicionados 200 μl 

de HCl 1N, para cessar a reação. A absorbância foi lida em 440 nm. Uma unidade de SOD foi 

determinada como a quantidade de enzima que inibiu a oxidação do pirogalol em 50 %. A 

atividade foi expressa em unidades de absorbância/minuto. 

4.5.9.4 Avaliação da atividade da Glutationa-S-transferase (GST) 

A atividade da GST foi avaliada seguindo o método de Habig et al. (1974). A mistura 

analisada foi constituía de 2,7 mL de tampão fosfato, 400 µL de GSH 0,1 mM, 400 µL de 

CDNB (1-cloro-2,4-dinitrobenzeno) 0,1 mM e 1 mg de proteína. O aumento na absorbância 

foi medido a 340 nm por 5 minutos com 1 minuto de intervalo. O resultado foi expresso como 

absorbância/minuto. 

4.5.9.5 Determinação dos níveis de Glutationa reduzida (GSH) 

Os níveis de GSH foram quantificados, utilizando-se o tecido homogeneizado com 

tampão fosfato 0,1 M, pH 7,4 segundo os procedimentos descritos por Ellman (1959). Foi 

adicionado 5 mg de proteínas ao mesmo volume de ácido tricloroacético (TCA 20 %, EDTA 

1 mM). A mistura permaneceu em repouso por 5 minutos, em temperatura ambiente, para 
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precipitação das proteínas. Em seguida, foi centrifugada por 5 minutos a 3500 rpm, e 100 µL 

do sobrenadante foi misturado em 2 mL de tampão TRIS- HCl 25 mM, com EDTA 1 mM, pH 

8.2. A absorbância foi lida em 412 nm, imediatamente após a adição de 20 µL DNTB 10 mM 

e uma segunda leitura foi realizada, após 15 minutos do início. Os níveis de GSH foram 

calculados por meio da equação (Absfinal - Absinicial) x 1,57 (mM) (ALLAMEH et al., 

1997). 

4.5.10 Obtenção do material para análises histológicas 

Os fragmentos dos testículos e epidídimos foram fixados sob refrigeração, por 24 

horas, imersos na mesma solução utilizada na perfusão dos animais. Logo após a fixação, as 

amostras de tecido foram transferidas para solução tampão fosfato de sódio 10 % (0,1 M, pH 

7.4), onde permaneceram por mais 24 horas. Em seguida foram submetidas à desidratação em 

concentrações crescentes de álcool (70 %, 80 %, 90 % e 95 %), com trocas sucessivas a cada 

trinta minutos. Após a desidratação, os fragmentos foram incluídos em resina glicol 

metacrilato (Leica) e seccionados na espessura de 3 μm, em micrótomo Sorvall JB-4/Bio Rad, 

com navalhas de vidro. 

4.5.10.1 Coloração com Hematoxilina – Eosina  

As lâminas contendo as secções histológicas dos tecidos foram oxidadas pela 

hematoxilina de Mayer durante 10 minutos. Na sequência, foram lavadas por 5 minutos em 

água corrente e contra-coradas pela eosina aquosa, durante 5 minutos, sendo novamente 

lavadas em água corrente. Foram clarificadas com xilol e montadas em resina Permount. 

4.5.11 Histoquímica  

A detecção da presença, frequência e distribuição dos componentes proteicos e dos 

polissacarídeos nos testículos e epidídimos foram submetidos fragmentos de tecidos às 

técnicas histoquímicas descritas a seguir. 

 

4.5.11.1 PAS para detecção de polissacarídeos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1983) 

A coloração ácida periódico-Schiff (PAS – Periodic acid Schiff) é um método 

utilizado para marcação de glicoconjugados, como o glicogênio nos tecidos. A reação do PAS 

oxida, seletivamente, os resíduos de glicose, produzindo aldeídos que interage com o reativo 

de Schiff e produz uma cor púrpura-magenta. Geralmente, esse reativo é usado com um 

corante básico de contraste, como a hematoxilina (SANTOS et al., 2000). As secções 
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histológicas foram oxidadas em ácido periódico 0.4 %, por 10 mim e, na sequência, foram 

lavadas rapidamente em água destilada e submetidas ao reativo de schiff, durante 1 h no 

escuro. Posteriormente, foram passadas por três lavagens em água sulfurosa (3 mim cada 

banho) e, a seguir, as lâminas foram lavadas em água corrente, por 30 minutos. As lâminas 

foram contra coradas com hematoxilina de Harris, por 40 segundos, e novamente lavadas em 

água corrente por mais 5 minutos. Logo após, foram montadas em resina Permount.  

 

4.5.11.2 Azul de bromofenol, para detecção de proteínas (PEARSE, 1985) 

As secções histológicas foram coradas com azul de bromofenol, por duas horas à 

temperatura ambiente. Na sequência reagiram com ácido acético 0.5 % por 5 minutos e, logo 

depois, lavadas em água corrente, por 15 minutos. As lâminas já coradas foram passadas, 

rapidamente, em solução de álcool butílico terciário e secas ao ar livre, para serem 

diafanizadas e montadas em resina Permount. 

4.5.12 Análise morfométrica e estereológica dos testículos e células de Leydig 

As secções obtidas dos testículos foram coradas com azul de toluidina-borato de 

sódio a 1 %. Este material foi utilizado para obtenção da morfometria e estereologia testicular 

(MONTEIRO et al., 2008). As lâminas obtidas foram examinadas e analisadas em 

microscopia de luz. Foram fotodocumentadas as imagens histológicas mais representativas de 

cortes de testículo, coradas com azul de toluidina. As análises morfométricas e estereológicas 

foram processadas, utilizando o software Image Pro Plus versão 6.0 (Media Cybernetics). 

4.5.12.1 Morfometria dos túbulos seminíferos 

Os diâmetros tubulares médios dos túbulos seminíferos foram obtidos por animal a 

partir da mensuração, ao acaso, de 30 secções transversais de túbulos seminíferos que 

apresentavam o contorno mais circular possível em aumento de 200x. Nas mesmas secções, 

foram mensuradas a altura do epitélio seminífero, a qual foi tomada de forma diametralmente 

oposta em 4 diferentes pontos desde a túnica própria até o lúmen tubular também em aumento 

de 200x. 

4.5.12.2 Determinação das proporções volumétricas (%) e volumes (mL) dos 

componentes do espaço intersticial  

Estas proporções foram estimadas a partir da projeção de uma grade contendo 494 

pontos sobre imagens do espaço intersticial dos testículos, capturadas em campos aleatórios, 

em um aumento de 1000x. Para cada animal, foram analisadas diferentes secções, até 
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completar 3000 pontos. Os elementos quantificados no espaço intersticial foram: células de 

Leydig, vasos sanguíneos, espaço linfático, macrófagos e tecido conjuntivo. O volume de 

cada componente do parênquima testicular, expresso em mL, foi estimado a partir do 

conhecimento do percentual ocupado pelos mesmos no testículo e do conhecimento do 

volume total líquido do parênquima testicular. O valor deste último foi obtido por meio dos 

pesos dos testículos (sem a túnica albugínea) fixados. Segundo França (1991), como a 

densidade do testículo é em torno de 1 (1,03 a 1,04), a massa testicular será considerada igual 

ao seu volume. 

4.5.12.3 Diâmetro e volume das células de Leydig 

Foram estimados o diâmetro médio de 30 células de Leydig por animal, para cada 

grupo experimental. Os valores foram obtidos por meio da média entre duas medidas 

diametrais, obtidas de forma opostas. O volume nuclear dessas células foi calculado, 

aplicando a seguinte formula:  

Volume nuclear = 4/3пR3, onde R é o raio do núcleo das células de Leydig, obtido 

com a medida dos diâmetros. 
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Artigo 1 

Avaliação toxicogenética da putrescina para Allium cepa e Salmonella 

typhimurium 

 

Franco Dani Campos-Pereira, Raquel Vaz Hara, Dânia Elisa Christofoletti Mazzeo 

Maria Aparecida Marin-Morales 

 

Highlights 

 
 A putrescina é uma das substâncias produzidas durante o processo de decomposição 

cadavérica.  

 A genotoxicidade da putrescina foi avaliada em células meristemáticas de Allium cepa e 

em linhagens de Salmonella. 

 Putrescina induziu aumento na frequência de Aderências cromossômicas e micronúcleos 

em Allium cepa. 

 Putrescina foi mutagênica para as linhagens TA 98 e TA 100 de Salmonella, após 

ativação metabólica.  

 
 

Resumo 

A putrescina é uma poliamina que desempenha importantes funções fisiológicas em diferentes 

células e em diferentes organismos. Esta poliamina também está presente no necrochorume, 

que é o líquido produzido durante o processo de decomposição cadavérica. Desta forma, a 

putrescina pode se caracterizar em um agente responsável por contaminações de solo e de 

recursos hídricos. Essa contaminação ocorre por percolação ou escoamento do necrochorume 

no solo, principalmente em áreas de cemitérios, podendo atingir tanto os recursos hídricos 

subterrâneos como superficiais. Diante da carência de informações a respeito dos efeitos dessa 

substância como contaminante ambiental, este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial 

genotóxico e mutagênico desta poliamina, por meio de testes realizados com células 

meristemáticas de Allium cepa e com a bactéria Salmonella typhimurium (linhagens TA 98 e 

TA 100). Nas células meristemáticas de A. cepa, foi observado aumento significativo de 

micronúcleos e de aberrações cromossômicas (principalmente aderências cromossômicas) em 

células expostas à concentração de 23 mg/kg de putrescina. Pelo teste de Ames, pode-se 

observar efeitos mutagênicos para as linhagem TA 98 e TA 100, na presença de ativação 
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metabólica. Esses resultados apontam para uma ação genotóxica e mutagênica da putrescina e 

alertam quanto o seu potencial como contaminante ambiental. 

 

Palavras-chave: Poliaminas, aberrações cromossômicas, micronúcleo, teste de ames, 

aderência cromossômica, mutagenicidade. 

 

 

1. Introdução 

 

Qualquer substância pode ser prejudicial aos seres vivos, porém a sua toxicidade é 

dependente de uma série de fatores, tais como dose, tempo e rotas de exposição, gênero, 

estágio reprodutivo, idade, saúde e nutrição, estilo de vida, sensibilidade, genética e exposição 

a outros químicos (SMITH HOUSE, 2014). Assim, para que se tenham informações 

suficientes da toxicidade de uma substância, torna-se necessário o desenvolvimento de 

estudos com as mais diversas abordagens.  

 A elevada quantidade de substâncias químicas desconhecidas que vem sendo 

introduzida no ambiente anualmente, vem alterando a composição dos ecossistemas (águas, 

solos e ar) e colocando em risco a sobrevivência dos seres vivo e a saúde humana. Muitos dos 

químicos ambientais ainda não possuem informações sobre os efeitos tóxicos para a biota 

exposta e, consequentemente, para a saúde humana (ZAGATO; BERTOLLETI, 2006). Um 

dos principais e mais perigosos efeitos dos poluentes ambientais, é a sua possibilidade de 

interagir com o material genético dos organismos e alterar a constituição química das 

biomoléculas, o que pode desencadear sérios comprometimentos, associados a patologias 

como cânceres e doenças degenerativas (FENECH, 2008; PHILLIPS; ARLT, 2009). Tais 

químicos, têm chamado a atenção de agências governamentais e da comunidade científica, 

por, contribuírem com o aumento das taxas de mutagênese ambiental (CALAFAT et al., 

2006). 

Dentro deste contexto, os cemitérios têm se destacado como fonte poluidora de 

ambientes (OLIVEIRA et al., 2013; CAŁKOSIŃSKI et al., 2015). De acordo com Santos 

(2009), a contaminação conferida pelos cemitérios se assemelha à de aterros sanitários, pela 

grande quantidade de matéria orgânica e inorgânica que são produzidas, intermitentemente. 

Além disso, o problema de contaminação por cemitérios é agravado, porque, na maioria das 

vezes, os terrenos destinados à sua implantação não passaram por avaliação geológica e 

hidrogeológica adequada.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ca%26%23x00142%3Bkosi%26%23x00144%3Bski%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26301242
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A principal causa de contaminação ambiental ocasionada pelos cemitérios é o resíduo 

líquido gerado pela decomposição cadavérica, que pode se infiltrar no solo, contaminando 

essa malha ambiental, ou ainda atingir corpos d’águas superficiais e subterrâneos, por 

escoamento ou por percolação, respectivamente (COSTA SILVA; FILHO, 2008; 

ZYCHOWSKI, 2012). Dentre as substâncias químicas produzidas pela decomposição 

cadavérica, destaca-se a poliamina putrescina (C4H12N2), uma amina biogênica formada a 

partir da clivagem do aminoácido arginina por uma reação catalisada pela enzima arginase 

(RHEE et al., 2007). De acordo com Pegg (2009) e Michael (2016), a putrescina é uma 

poliamina muito importante nos processos fisiológicos, por se tratar de uma molécula 

precursora para outras duas poliaminas, a espermidina e a espermina, ambas importantíssimas 

no processo de proliferação celular. Devido a sua importância na fisiologia celular, os níveis 

de aminas biogênicas são regulados nas células e tecidos por meio de biossíntese, catabolismo 

e absorção, mas uma fonte exógena de poliaminas, poderia alterar a homeostasia do 

organismo (WALLACE et al., 2003; IGARASHI; KASHIWAGI, 2010). Existem evidências 

de que as poliaminas tem um papel importante na promoção da transformação maligna. 

Células de câncer colorretal, por exemplo, apresentam níveis maiores de poliaminas que as 

células sadias, destacando uma possível importância da putrescina exógena no 

desenvolvimento tumoral (GERNER, MEYSKENS, 2004). 

 Considerando a presença de putrescina no ambiente, destaca-se a importância de 

estudos que possam avaliar, os efeitos genotóxicos e mutagênicos desse composto sobre os 

organismos, por esta se caracterizar em um poluente ambiental. Para isso são necessários o 

uso de ensaios que sejam capazes de responder as potencialidades tóxicas das substâncias, 

mesmo quando estas se apresentam em baixas concentrações (KLOBUCAR et al., 2003; 

FRENZILLI et al; 2009).   

Bioensaios com plantas apresentam vantagens para serem realizados em avaliações 

ambientais, pois são considerados sensíveis e de fácil realização, quando comparados aos 

bioensaios que utilizam animais (FERNANDES et al., 2007). Este sistema-teste é amplamente 

utilizado em monitoramento de contaminações ambientais, por ser um teste de resposta 

rápida, de baixo custo e favorável na avaliação de danos cromossômicos e alterações no ciclo 

mitótico, devido à presença de boas condições cromossômicas, como cromossomos grandes e 

em número reduzido (2n=16) (LEME, MARIN-MORALES, 2009). Grant (1982) e Caritá, 

Marin-Morales (2008) descrevem A. cepa como um eficiente sistema teste de rotina, para 

avaliar o potencial genotóxico de substâncias químicas, devido à sua sensibilidade e boa 

correlação com sistemas teste de mamíferos.  
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O ensaio de mutagenicidade Salmonella/microssoma (teste de Ames) foi projetado, 

especificamente, para detectar o potencial mutagênico induzido por compostos químicos. Este 

ensaio é utilizado e reconhecido mundialmente por agências reguladoras, para registro, 

certificação e liberação de novos produtos químicos (MORTELMANS; ZEIGER, 2000). 

White e Claxton (2004) relataram que este teste também pode ser aplicado para detectar 

compostos perigosos em amostras de água, solo e efluentes, pois fornecem dados importantes 

para a caracterização de riscos ecológicos de ambientes contaminados.   

Frente ao exposto acima, este trabalho visou a caracterização dos efeitos genotóxicos e 

mutagênicos da putrescina, avaliada por meio de ensaios de aberrações cromossômicas em 

células meristemáticas de A. cepa e do teste de Ames, realizado com Salmonella typhimurium. 

 

2. Materiais e Métodos 

2.1. Substância e concentrações utilizadas 

 

Para o desenvolvimento dos ensaios, foi utilizada a poliamina putrescina (1,4-

Diaminobutano, fórmula molecular C4H12N2, peso molecular 88,15 g/mol, CAS-Nunber 110-

60-1, Sigma-Aldrich, com pureza de 99,0%). Todas as concentrações testadas foram definidas 

abaixo da DL50 oral para ratazanas de (463 mg/kg - informação contida na ficha de segurança 

do produto). As concentrações utilizadas estão dispostas na tabela 1.  

 

Tabela 1: Concentrações de putrescina utilizadas nos ensaios realizados com o sistema-teste A. cepa e 

nos testes de Ames. 

 

2.2. Bioensaios com A. cepa  

As sementes de A. cepa (variedade Baia Periforme) foram colocadas para germinar em 

placas de Petri, forradas com papel filtro, embebidos com as concentrações definidas na 

Tabela 1. Os controles foram realizados da mesma forma, porém embebidos com água Mili-
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Q, para o controle negativo, e com solução aquosa de metanossulfonato de metila (MMS –

4x10-4), para o controle positivo.  

Após a germinação, quando as radículas atingiram aproximadamente 1,5 cm de 

comprimento, uma parte das sementes foi coletada e fixada em Carnoy 3:1 (3 partes de etanol 

para 1 de ácido acético – v:v).  

 

2.3. Aberrações Cromossômicas e Micronúcleos em Células Meristemáticas de A. 

cepa 

Para as análises citológicas, as raízes foram submetidas a uma hidrólise ácida em HCl 

1N a 60º C, durante 8 minutos, seguida de uma lavagem em água destilada. Os meristemas 

foram submetidos ao reativo de Schiff durante duas horas e na sequência as lâminas foram 

confeccionadas. A região meristemática foi recoberta com lamínula e suavemente esmagada 

com uma gota de Carmim Acético (2%). Em seguida, as lamínulas foram extraídas em 

nitrogênio líquido e, na sequência montadas, permanentemente, em resina sintética. Foram 

confeccionadas 10 lâminas para cada concentração e analisadas um mínimo de 500 

células/lâmina. Foram considerados os diferentes tipos de aberrações cromossômicas, em 

diferentes fases do ciclo celular. As perdas, aderências cromossômicas, pontes, atrasos e 

brotos nucleares foram usados na avaliação da genotoxicidade e a presença de quebras 

cromossômicas e micronúcleos foram considerados como indicativo de mutagenicidade. 

Todas as concentrações foram comparadas ao controle negativo e os resultados analisados 

pelo teste de Mann Whitney (p<0,05). 

 

2.4. Linhagens de Salmonella typhimurium 

 

Para a realização do teste de Ames, foram utilizadas duas linhagens bacterianas: TA 

98 (qu detecta mutações do tipo deslocamento do quadro de leitura e apresenta uma mutação 

no gene responsável pela síntese da histidina do tipo hisD3052) e a linhagem TA 100 (que 

detecta mutação do tipo substituição de pares de bases e apresenta uma mutação no gene 

responsável pela síntese da histidina do tipo hisG46). Ambas as linhagens apresentam 

mutação rfa, que aumenta a permeabilidade da parede de polissacarídeos bacteriana, 

facilitando a entrada de moléculas maiores para o interior da célula; deleção do gene uvrB 

(ΔuvrB), que impede o reparo por excisão; e o plasmídeo PKM101 (Apr), o qual apresenta o 

gene mucAB, que confere resistência a ampicilina, por favorecer o reparo pós-replicação do 
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tipo sujeito a erros, além de contribuir para um aumento da taxa de mutação espontânea e 

induzida (MARON; AMES, 1983; MOTELMANS, ZEIGER, 2000). 

 

2.5. Salmonella/microssoma – Teste de Ames 

 

As linhagens TA 98 e TA 100 de S. typhimurium foram colocadas em caldo nutriente 

para crescer em incubadora shaker a 37º C, por 16 horas. Em seguida, para os ensaios sem 

ativação metabolica (-S9), foram adicionados 100 μL de cada linhagem celular em tubos de 

cultura contendo 500 μL de tampão fosfato e 100 μL das diferentes concentrações de 

putrescina. Para os ensaios com presença de ativação metabólica (+S9), o tampão fosfato foi 

substituído por 500 μL de mistura S9 [água destilada estéril, tampão fosfato 0,2 M, NADP 0,1 

M, glicose-6-fosfato 1,0 M, solução de sais (KCl 1,65 M e MgCl2 0,4M) e fração S9 (Sistema 

microssomal S9, Moltox)]. O controle positivo (CP) foi realizado da mesma forma que os 

ensaios com os tratamentos, porém o volume correspondente às concentrações da putrescina 

foram substituídos pela substância usada como CP, conforme segue: óxido de 4-

nitroquinolina (4NQO) (Sigma, CAS No. 56- 57-5), na concentração de 0,05 μg/μL, para os 

testes realizados na ausência de ativação metabólica e o 2-aminoantraceno (2AA) (Sigma, 

CAS No. 613-13-8), na concentração de 0,25 μg/μL, para os testes realizados na presença de 

ativação metabólica. 

Para o CN, foram adicionados 100 μL de cada linhagem de bactéria aos tubos de 

cultura contendo 500 μL de tampão fosfato ou de mistura S9 e 100 μL de água mili-Q 

(solvente utilizado para diluir a amostra). Os tubos contendo as misturas foram pré-incubados 

em banho maria a 37º C, por 30 minutos. Em seguida, o seu conteúdo, acrescido de 2 mL de 

ágar de superfície, foi vertido em placas de Petri estéreis, contendo ágar mínimo solidificado. 

As placas foram incubadas em estufa bacteriológica a 37º C, por 66 horas. Cada teste foi 

realizado em triplicata. Os CP foram realizados em duplicata e o CN, em quintuplicata.    

Para a análise de mutagenicidade, as colônias de bactérias revertentes foram contadas 

manualmente e expressas em média ± desvio padrão. O potencial mutagênico foi avaliado 

pela quantificação do número de colônias revertentes em cada placa. Os dados foram 

avaliados pelo software SALANAL (Salmonella Assay Analysis 1.0), selecionando os 

modelos de Bernstein ou linear. As concentrações foram consideradas mutagênicas quando o 

resultado estatístico do teste ANOVA (p<0,05) e da regressão linear (p<0,05) foram 

significativos. Os resultados foram expressos pelo número de revertentes/miligrama da 

amostra testada.  
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3. Resultados  

3.1. Bioensaios com A. Cepa 

 

Por meio das análises citogenéticas, foi possível avaliar os efeitos das diferentes 

concentrações de putrescina sobre o material genético das raízes de A. cepa.  

Os bioensaios realizados com as maiores concentrações testadas de putrescina (231,5 

mg/kg, 138,9 mg/kg e 46,3 mg/kg) inibiram a germinação das sementes. Um segundo 

bioensaio foi realizado de forma descontínua, sendo as sementes levadas a germinação em 

água e, após a emergência das radículas, foram expostas às diferentes concentrações. Foi 

observado o crescimento das raízes, mas não foi possível preparações adequadas para análise 

microscópicas das lâminas preparadas. As raízes expostas a concentração de 46 mg/kg 

apresentaram uma hiperplasia da região meristemática, diferentemente das demais 

concentrações analisadas (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1: Protuberância (destacado pelas setas) nas regiões meristemáticas das raízes de A. cepa 

expostas a concentração de 46,3 mg/kg. 

 

Para as demais concentrações (0,75, 1,5, 3, 6, 13, 18 e 23 mg/Kg), foi possível 

confeccionar e analisar as lâminas das regiões meristemáticas. O índice mitótico, 

caracterizado pela porcentagem de células meristemáticas em divisão, não apresentou 

diferença significativa entre estas concentrações (figura 2). O índice de aberrações 

cromossômicas foi significativo, apenas, para a concentração de 23 mg/kg e, dentre as 

alterações encontradas, a mais comum foi a aderência cromossômica. Nesta mesma 

concentração também foi observado aumento significativo na quantidade de micronúcleos, em 

relação aos resultados do controle negativo (Tabela 2).  
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Figura 2:  Índice Mitótico de células meristemáticas de A. cepa expostas a diferentes concentrações 

de putrescina. 
 

3.2. Avaliação da mutagenicidade pelo ensaio de Salmonella/microssoma – Teste de 

Ames 

 

A tabela 3 apresenta os resultados obtidos com o teste de Ames, realizado com as 

linhagens TA 98 e TA 100, com e sem fração metabolizadora. Pelo teste ANOVA, os 

resultados obtidos com a linhagem TA 98, sem sistema de metabolização, não se mostram 

significativamente diferentes entre as concentrações testadas. Porém, para os ensaios 

realizados com esta mesma linhagem (TA 98), mas com ativação metabólica, houve indução 

de mutagenicidade. A amostras não foram mutagênicas para a linhagem TA 100 sem fração 

metabolizadora. No entanto, após ativação metabólica, as amostras também apresentaram 

potencial mutagênico. 
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Tabela 2: Frequência de aberrações cromossômicas, índice de genotoxicidade e índice de mutagenicidade, usados como indicativo de potencial 

genotóxico e mutagênico para células de A. cepa, expostas a diferentes concentrações de putrescina. 

Tratamentos 

 

CN 

 

CP 

 

0,75 mg/kg 

 

1,5 mg/kg 

 

3 mg/kg 

 

8 mg/k 

 

13 mg/kg 18 mg/kg 23 mg/kg 

Broto Nuclear 

 

0,00±0,00 

 

0,00±0,00 

 

0,00±0,00 

 

0,00±0,00 

 

0,00±0,00 

 

0,19±0,62 

 

0,00±0,00 0,00±0,00 0,00±0,00 

Aderência 

 

0,60±0,72 

 

0,35±0,59 

 

0,00±0,00 

 

0,19±0,41 

 

0,18±0,37 

 

0,48±0,50 

 

0,38±0,49 0,81±0,73 3,21±2.01* 

Ponte 

 

0,08±0,25 

 

0,44±0,76 

 

0,00±0,00 

 

0,00±0,00 

 

0,00±0,00 

 

0,00±0,00 

 

0,00±0,00 0,00±0,00 0,10±0,30 

Perda 

 

0,00±0,00 

 

0,00±0,00 

 

0,00±0,00 

 

0,10±0,31 

 

0,10±0,32 

 

0,00±0,00 

 

0,00±0,00 0,00±0,00 0,00±0,00 

Célula Poliplóide 

 

0,00±0,00 

 

0,00±0,00 

 

0,10±0,31 

 

0,00±0,00 

 

0,00±0,00 

 

0,00±0,00 

 

0,00±0,00 0,00±0,00 0,00±0,00 

Índice de Genotoxicidade 

 

0,68±0,68  0,78±0,77  0,10±0,31  0,29±0,47  0,28±0,45  0,67±0,65  0,38±0,49 0,81±0,73 3,31±2,01* 

Indicativo Mutagenicidade  0,19±0,40  12,91±2,91  0,09±0,30  0,79±1,45  0,27±0,60  0,76±0,98  0,75±1,08 0,41±0,54 1,57±0,66* 

CN: Controle Negativo; CP:  Metanossulfonato de metila (MMS); * estatisticamente significativo (p<0,05)   
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Tabela 3: Mutagenicidade de diferentes concentrações de putrescina sobre o sistema teste Salmonella/microssoma – teste de Ames, com e sem 

fração metabolizadora S9 (+S9, -S9). 

  Número de colônias revertentes (Média ± DP) 

  TA 98  TA 100 

Concentrações (mg/kg)  - S9 + S9  - S9 + S9 

Controle Negativo1 24.80±3.03 44.00±1.83  214.25±11.00 150.00±10.52 

0,1%  26.00±4.24 32.00±2.65  175.33±35.02 150.00±16.37 

1%  29.00±4.69 30.33±7.02  167.00±12.53 148.67±11.15 

5%  25.00±3.83 33.33±2.08  155.33±15.04 155.00±10.00 

10%  29.25±2.06 26.00±4.00  186.33±27.47 174.00±6.24 

30%  26.50±5.69 39.00±18.00  199.33±18.50 175.33±13.22 

50%  30.25±0.96 39.67±11.37  180.67±38.28 184.67±29.02 

70%  33.75±3.95 48.33±7.64  197.33±23.01 148.67±11.50 

Potência Mutagenica2 925,63±28,883 186,81±72,20  Negativo 728,36±184.60 

1- Controle negativo (Água ultrapura 100 µL/placa). 2- Potência mutagênica é calculada por meio de uma regressão linear da curva dose-resposta, 

considerando que essa regressão é sempre proporcional à potência, expressa quantitativamente em número de revertentes/g de putrescina.  

3- Indicativo de mutagenicidade (ANOVA não foi significativo). 
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4. Discussão 

Muitas cidades têm relatado problemas de contaminação ambiental ocasionados por 

cemitérios, onde o principal contaminante é o necrochorume, um líquido produzido pela 

decomposição cadavérica. Eventualmente, este líquido pode percolar no solo, alcançar e 

contaminar os lençóis freáticos ou ainda escoar pela superfície, contaminando águas 

superficiais (PACHECO et al., 1991; COSTA SILVA, FILHO, 2008). Esta substância é rica 

em uma série de compostos químicos, dentre os quais está a putrescina, uma poliamina que 

desempenha importantes funções fisiológicas, em diferentes células e em diferentes 

organismos (DENT et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2013). 

Pouco se sabe sobre os efeitos dessa substância como contaminante ambiental, mas o 

presente trabalho apresenta informações inéditas sobre esse potencial ecotoxicogenético e 

mutagênico da putrescina.  

Os ensaios de aberrações cromossômicas são considerados ótimos parâmetros de 

monitoramento dos danos causados por substâncias químicas sobre o material genético. O 

sistema teste A. cepa se mostra muito sensível para avaliações de genotoxicidade e 

mutagenicidade de químicos e apresenta uma boa correlação, quando comparado a outros 

sistemas teste (LEME; MARIN-MORALES, 2008). 

As maiores concentrações testadas neste trabalho, inibiram a germinação das sementes 

de A. cepa, sugerindo que a substância, nestas concentrações, apresenta efeito tóxico e 

citotóxico para a espécie. A partir destes resultados, foram testadas concentrações menores, 

dentre as quais apenas a concentração de 23 mg/kg induziu aumento significativo nos índices 

de genotoxicidade e de indução de MN. Em relação ao índice mitótico (IM), não foram 

observadas alterações significativas entre as concentrações mais baixas testadas. Fernandes et 

al. (2007) relatam que alterações no IM caracterizam um bom parâmetro para determinar os 

efeitos citotóxicos das substâncias tóxicas. 

As raízes expostas a concentração de 46,3 mg/kg apresentaram uma hiperplasia das 

regiões meristemáticas. Alguns autores denominaram esta malformação de C-tumor, já 

relatado também em estudos com herbicidas clorofenoxiacéticos como o 2,4-D, 2,4,5-T e 

MCPA (CROKER, 1953; FISKESJÖ; LASSEN; RENBERG, 1981; ATEEQ et al., 2002).  

Grossmann (2003) afirmou que o estímulo constante do metabolismo da planta, causado por 

altas doses de herbicidas auxínicos, inibem o crescimento apical das raízes e induzem o 

crescimento anormal em posições inadequadas, resultando em inchaço e deformações. A 

putrescina, nesta concentração, pode ter agido de forma semelhante aos herbicidas citados 

acima.  
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Em A.cepa, é possível observar alterações cromossômicas nas diferentes fases do ciclo 

celular e, de acordo com o tipo de alteração encontrada, definir qual o mecanismo de ação 

(aneugênica ou clastogênica) do agente tóxico avaliado (VIDAKOVIC-CIFREK et al., 2002). 

Fenech (2000) relata que a ação aneugênica acontece quando uma determinada substância age 

promovendo inativação de constituintes celulares como, por exemplo, no fuso mitótico, cuja 

inativação pode causar perda de cromossomos inteiros. Para o mesmo autor, a ação 

clastogênica se caracteriza pela ação da substância diretamente sobre a molécula de DNA, 

induzindo quebras cromossômicas durante a divisão celular.  

 Nas células expostas à putrescina, foram observadas poucas aberrações 

cromossômicas, sendo as aderências cromossômicas, as mais frequentes. De acordo com 

Fernandes, Mazzeo e Marin-Morales (2009), isto se deve a um efeito aneugênico e está 

associado a falhas na formação do fuso mitótico. Segundo Grant (1982), as aderências 

cromossômicas resultam de empacotamentos impróprios das cromátides, fazendo com que os 

cromossomos fiquem ligados entre si, por meio de pontes subcromatídicas. Estas aberrações 

representam uma alta toxicidade do agente indutor do dano, tendo, de maneira geral, efeitos 

irreversíveis para a célula, levando-a à morte. Fernandes (2005), afirma ainda que um 

aumento da contração cromossômica poderia promover as aderências cromátidicas e 

cromossômicas. Marcano et al. (2004) relataram que essas aderências poderiam originar 

pontes e quebras cromossômicas, que persistiriam até a telófase. Os resultados obtidos no 

presente estudo divergem da literatura, pois não foram observadas pontes e quebras em 

número significativo. O resultado sugere que, a exposição contínua a putrescina leva a um 

efeito aneugênico, o que sugere a capacidade desta poliamina em interferir no fuso mitótico.  

Os micronúcleos (MN) encontrados na concentração de 23 mg/kg demonstram uma 

ação mutagênica do composto. A formação destas estruturas ocorre devido a danos, reparados 

erroneamente ou não reparados nas células em processo de divisão, cujas estruturas derivadas 

dos danos são facilmente observáveis nas células filhas, como uma estrutura similar ao núcleo 

principal, mas com tamanho mais reduzido. Portanto, a presença de MN é decorrente de 

algumas aberrações cromossômicas, como perdas e quebras cromossômicas, ou ainda por 

ação aneugênica, dada pela inativação total dos fusos mitóticos, que promove poliploidização 

dos cromossomos. Neste caso, o material genético excedente é expulso do núcleo principal, 

sob a forma de MN, na tentativa de restaurar a condição normal de ploidia da célula 

(FERNANDES et al., 2007). 

Nossos resultados corroboram os estudos de Gomurgen et al. (2005), que encontraram 

efeitos semelhantes para as poliaminas putrescina, espermina e espermidina, quando 
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expuseram raízes de bulbos de A. cepa às concentrações de 0,01 mM, 1 mM e 2 mM, em 

intervalos de tempo de 12, 24 e 48 horas. Os resultados obtidos pelos autores foram 

semelhantes aos do presente trabalho, tendo as aderências cromossômicas como principais 

alterações encontradas, para todas as poliaminas estudas e em todos os períodos avaliados. 

Assim, podemos afirmar que a putrescina tem uma ação aneugênica, capaz de induzir 

aderências cromossômicas e MNs.   

No presente estudo, o teste de Ames foi realizado com as linhagens TA 98 e TA 100, 

que são as cepas mais utilizadas para estudos de mutagênese ambiental (SILVA JUNIOR, 

VARGAS, 2009). Neste estudo, foi observado um efeito mutagênico para a linhagem TA 98 e 

TA 100, na presença de S9, indicando que a putrescina é capaz de induzir mutações após 

metabolização. Os resultados significativos, para ambas as linhagens, indicam que a 

substância, após metabolização, pode promover mutações do tipo frameshift (TA 98) e, 

mesmo sem metabolização induzir mutações por substituição de pares de base (TA 100) 

(MARON; AMES, 1983).  

A avaliação de danos no DNA fornece respostas importantes, quanto aos efeitos de 

substâncias tóxicas, uma vez que as mutações são eventos cruciais a serem considerados nos 

processos carcinogênicos (FENECH, 2008). O ensaio de Salmonella/microssoma apresenta 

uma alta correlação dos resultados com o ensaio de carcinogenicidade em roedores e é 

reconhecido, internacionalmente, por sua eficiência na avaliação da mutagenicidade de 

compostos químicos (MORTELMANS; ZEIGER, 2000).  

Considerando o potencial mutagênico da putrescina, avaliado por meio do ensaio de 

Salmonella/microssoma, observa-se que os resultados obtidos no presente estudo corroboram 

os resultados encontrados por Pillai e Shankel (1997). De acordo com estes autores, foram 

utilizados de 50 a 400 µg/mL de putrescina para avaliar o potencial antimutagênico desta 

substância, contra a ação do ácido metanossulfônico. Para isso foi utilizada a linhagem celular 

TA 100, sem a fração metabolizadora. Os resultados indicaram que o nível das mutações 

induzidas diminuiu na presença de putrescina.  

No presente trabalho, a única linhagem de Salmonella em que a putrescina não 

apresentou potencial mutagênico foi a TA 100 sem fração metabolizadora, a mesma utilizada 

por Pillai e Shankel. Desta forma, essa linhagem de Salmonela, sem a ativação do sistema de 

metabolização pela fração S9, parece não ser indicada para avaliar os efeitos da putrescina, 

pois, em ambos os estudos realizados com essa linhagem, não houve indução de danos, 

quando sem ativação metabolizadora, provavelmente, porque os danos diretos induzidos pela 

substância sejam por eventos que promovem deslocamento do quadro de leitura (mutação 
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frameshift) e não por substituição de bases. Já após metabolização, os metabólitos formados 

parecem exibir potencial mutagênico tanto por excisão ou adição de bases, como por 

substituição de bases do DNA.   

Como os estudos com putrescina, sob a ótica de contaminante ambiental, são escassos, 

o presente estudo traz dados inéditos e comprobatórios sobre os efeitos deste químico para os 

seres vivos. Os dados obtidos com os ensaios realizados neste estudo, certamente, 

contribuirão para uma melhor compreensão e informação dos perigos dessa substância e, 

consequentemente, sobre os possíveis efeitos ambientais perigosos que os cemitérios possam 

promover sobre os organismos vivos e sobre a saúde humana.  

 

5. Conclusão 

Pelos resultados obtidos, é possível afirmar que a putrescina apresenta um potencial 

genotóxico e mutagênico. Ambos os organismos expostos apresentaram resultados positivos, 

em relação às alterações no material genético. Em A. cepa, foram observados aumento 

significativo de aderências cromossômicas (indicativo de ação aneugênica) e micronúcleos 

(indicativo de mutagenicidade). Em relação ao teste de Ames, o potencial mutagênico foi 

observado nas linhagem TA 98 e TA 100, com fração metabolizadora, indicando que a 

metabolização da putrescina aumenta seu potencial de causar mutações no DNA. A linhagem 

TA 100, sem sistema de metabolização, não se mostrou mutagênica para a putrescina, 

mostrando que essa linhagem não parece ser indicada para estudos de impactos ambientais 

promovidos por aminas biogênicas. Estes resultados alertam sobre o potencial mutagênico da 

putrescina e confirmam o potencial de contaminação ambiental desta substância. Segundo os 

dados obtidos neste estudo, são necessárias ações que avaliem, detalhadamente, as condições 

geológicas, hidrológicas e biológicas dos locais a serem destinados a implantação de novos 

cemitérios, bem como uma vistoria rigorosa dos cemitérios já implantados.  
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Highlights 

 

 A putrescina é uma das substâncias produzidas durante a decomposição cadavérica.  

 O perfil de genotoxicidade da putrescina foi estudado em cultura de células HepG2.  

 Concentrações não citotóxicas foram capazes de induzir danos genotóxicos. 

 Genes envolvidos na via de reparo do DNA apresentaram maior expressão em células 

expostas a putrescina. 

 

 

Resumo 

 

As poliaminas são moléculas responsáveis por diversas funções na fisiologia celular. 

Dentre essas moléculas, uma das que mais se destacam é a putrescina por ser a precursora de 

duas outras poliaminas: a espermina e a espermidina. A manutenção da homeostasia celular é 

garantida por níveis fortemente regulados dessas poliaminas. A decomposição cadavérica 

produz um líquido rico em substâncias químicas, dentre elas, a putrescina. Esse líquido 

percola no solo e atinge as águas subterrâneas, conferindo um risco à biota do local 

contaminado e também à saúde humana. A poluição por cemitérios tem proporcionado a 

inserção de putrescina no ambiente. Nesse estudo foram testadas concentrações não 

citotóxicas de putrescina para células HepG2. A estabilidade genômica foi avaliada pelo 

ensaio do cometa e pelo teste de micronúcleo. Foi também avaliada a potencialidade de 

alteração no perfil de expressão de diferentes genes. Os resultados obtidos mostraram que a 

putrescina apresenta um potencial genotóxico, comprovado pelo aumento de danos no DNA, 

aumento na frequência de micronúcleos e alteração nos genes envolvidos no controle do 

estresse oxidativo e na resposta de danos ao DNA.  
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Palavras-chave: Poliaminas, ensaio do cometa, teste de micronúcleo, necrochorume, PCR 

em tempo real 

 

1. Introdução 

As poliaminas (PAs) são moléculas alifáticas lineares de baixo peso molecular, 

compostas por uma, duas ou três cadeias de carbono flexíveis conectadas por átomos de 

nitrogênio (TETI et al., 2002). Estas moléculas realizam diversas funções relacionadas ao 

crescimento e diferenciação celular, tais como síntese e estabilidade do DNA, regulação da 

transcrição, regulação dos canais iônicos e fosforilação de proteínas (RUSSELL, 1983; 

SODA, 2011). Devido à sua importância na fisiologia celular, os níveis dessas moléculas são 

fortemente regulados nas células e tecidos, por meio de complexos mecanismos de 

biossíntese, catabolismo, absorção, degradação e excreção (WALLACE et al., 2003; 

IGARASHI; KASHIWAGI, 2010). Estes mecanismos são altamente conservados em células 

procarióticas e eucarióticas, indicando que a regulação nos níveis de PAs são essencialmente 

importantes para a sobrevivência celular (IGARASHI; KASHIWAGI, 2009; MILLER-

FLEMING et al., 2015).   

As PAs são sintetizadas a partir do aminoácido ornitina, por meio de uma reação 

catalisada pela enzima ornitina descarboxilase (OCD), que é a enzima limitante da taxa de 

biossíntese de poliaminas (DENG et al., 2008; PALMER; WALLACE, 2010; RAMANI et 

al., 2014). A ornitina é transformada em putrescina (1,4 diaminobutano), que é uma molécula 

precursora de outras duas PAs (espermina e epermidina). A conversão da putrescina 

sintetizada em espermina e espermidina se dá por meio da ação de duas 

aminopropiltransferases distintas, a espermina sintase e a espermidina sintase (RAMANI et 

al., 2014, PEGG, 2016). O controle da expressão de OCD é altamente afetado pelos níveis de 

PAs, onde o excesso de PAs promove, rapidamente, uma maior degradação da OCD. Por 

outro lado, a ausência de PAs promove uma estabilização nos níveis desta enzima (PERSON, 

2009).  

Atualmente, uma das maiores preocupações da humanidade tem sido manter a 

integridade e qualidade das fontes de águas subterrâneas utilizadas para abastecimento. As 

maiores causas de poluição dos ambientes aquático estão associadas à ausência de redes de 

esgoto, ao lançamento de efluentes industriais diretamente nos rios e no solo e ao uso 

indiscriminado de agroquímicos (MATOS, 2001). Mais recentemente, tem-se levantado uma 

outra fonte poluidora de solo e água, conferida pelas atividades necrológicas, como, por 
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exemplo, as presentes em cemitérios. Porém, embora as fontes de contaminação mencionadas 

anteriormente tenham recebido grande atenção dos pesquisadores nos últimos anos, muito 

pouco se sabe sobre o efeito dos cemitérios na química ambiental (AMUNO, 2013).   

Contudo, Costa Silva e Filho (2008) e Żychowski (2012) citam que os cemitérios apresentam 

grande risco de contaminação ambiental, devido a produção intermitente de um liquido 

derivado da decomposição cadavérica, denominado de necrochorume. O necrochurume 

apresenta uma densidade de 1.23g/cm3 e é composto por 60% de água, 30% de substâncias 

mineralizadas e 10% de substâncias orgânicas. Durante a degradação dessas substâncias 

orgânicas, são geradas aminas biogênicas, como a diamina cadaverina (C5H14N2) e a 

poliamina putrescina (C4H12N2), ambas altamente solúveis em água (DENT et al., 2004; 

OLIVEIRA et al., 2012). 

Testes com putrescina marcada radioativamente com carbono 14 [14C] revelaram que 

o tempo necessário para a absorção da substância por via gastrointestinal, disseminação 

sistêmica e detecção na corrente sanguínea é de apenas 30 minutos. A rápida absorção induz a 

um aumento de enzimas que transformam a putrescina em outras poliaminas, o que revelou a 

necessidade de se controlar a ingestão de tal substância (BARDOCZ et al., 1995; SEILER; 

RAUL, 2007). A contaminação das águas subterrâneas pelo necrochorume pode representar 

uma fonte exógena de putrescina para os organismos que fazem uso desta água. Como não 

existem dados na literatura referentes à toxicidade ambiental desta substância, fica intrínseca a 

necessidade de estudos que visem esta temática.  

Os ensaios desenvolvidos com culturas de células permitem avaliar a citotoxicidade de 

xenobiontes e, assim, estimar os impactos biológicos que uma dada substância possa 

promover no meio biológico a ela exposto. Células tumorais da linhagem HepG2, isoladas de 

hepatocarcinoma humano têm sido muito utilizadas em testes que avaliam a toxicidade de 

substâncias químicas para humanos, pois apresentam a maioria das características citológicas 

preservadas (VALENTIN-SEVERIN et al., 2003), como os sistemas enzimáticos de 

metabolização celular, enzimas de fases I e II que participam da ativação e detoxificação de 

vários compostos, além de poderem demonstrar, com maior fidelidade, os efeitos tóxicos dos 

metabólitos resultantes de substâncias às quais o homem pode estar exposto (UHL et al., 

2000).  

Diante disso, nosso objetivo foi definir as concentrações não citotóxicas de putrescina, 

para avaliar, por meio do ensaio do cometa e do teste de micronúcleo com bloqueio de 

citocinese, os efeitos genotóxicos e mutagênicos respectivos desta poliamina; avaliar a 

modulação da expressão gênica de genes envolvidos no metabolismo de xenobióticos, na 
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resposta a danos no DNA e no estresse oxidativos; e a influência da putrescina na 

instabilidade genômica de células HepG2, por meio de ensaios de PCR em tempo real (qRT-

PCR).  

 

2. Materiais e Métodos 

 

2.1. Cultura celular e substância testada 

A cultura celular de hepatocarcinoma humano (HepG2) foi obtida junto ao Banco de 

Células do Rio de Janeiro (Duque de Caxias, RJ, Brasil). As células foram cultivadas em meio 

MEM (Meio Mínimo Eagle Essencial) com 100U/mL de penicilina/estreptomicina (Gibco, 

Nova Zelândia), suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab, Campinas, Brasil) e 

incubadas em frascos de cultura descartáveis de 25 cm2 em estufa BOD a 37°C, com 5% de 

CO2.  

Nos ensaios de citotoxicidade, realizados em placas de 96 poços, foram utilizadas 

2,34x104 células por poço. Nos ensaios do cometa, do micronúcleo e do PCR em tempo real 

(qRT-PCR) foram utilizadas 5x105 células por frasco, cultivadas em frascos de cultura de 25 

cm2 e incubadas por 24 horas. 

A substância testada foi a poliamina putrescina (1,4-Diaminobutano, fórmula 

molecular C4H12N2, peso molecular 88,15 g/mol, CAS-No: 110-60-1- Sigma-Aldrich, com 

pureza de 99,0%). Para a determinação das concentrações não citotóxicas da putrescina, 

foram realizados os testes de MTT e de redução da resazurina, ambos ensaios que avaliam a 

citotoxicidade de um agente químico  

Nos ensaios de citotoxicidade foram testadas 12 diferentes concentrações, 

estabelecidas a partir da DL50 (463 mg/kg para ratazanas) de putrescina. Foram realizados 

ensaios com 100 %, 95%, 90%, 85%, 80%, 70%, 60%, 50%, 40%, 30%, 20% e 10%. Os 

valores correspondentes em mg/kg estão representados na tabela 1. 

 

Tabela 1: Concentrações utilizadas para os ensaios de genotoxicidade, em relação à DL50 de 

putrescina para ratazanas. 
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2.2. Teste de MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide) 

O teste do MTT foi realizado de acordo com Mosmann (1983). As células foram 

semeadas em placas de 96 poços, em um volume de 100 μL de meio com soro. A placa foi 

incubada por um período de 24 horas, para que houvesse a adesão das células na superfície 

dos poços e, após este período, o meio foi retirado e foi adicionado 200 μL de um novo meio 

de cultura (sem soro), contendo as concentrações a serem testadas. O controle positivo (CP) 

foi realizado com 1% de Triton X-100, diluído em meio de cultura sem soro. O controle 

negativo (CN), foi realizado apenas com meio de cultura sem soro. As células foram expostas 

a putrescina por um período de 24 horas. Em seguida, o meio foi descartado e foram 

adicionados 150 μL de MTT (1x10-6 mg/ml). A placa foi incubada por um período de 4 horas 

à 37° C. Na sequência, foi descartada a solução de MTT e foi adicionado, 100 μL de 

dimetilsulfóxido (DMSO) em cada poço. As placas foram analisadas imediatamente em 

espectrofotômetro com leitor de microplaca, filtro de 540 nm (Multiskan TM FC Microplate 

Photometer – Thermo Fisher Scientific).  

A viabilidade celular foi avaliada com base na comparação entre as células expostas as 

diferentes concentrações e as células do controle negativo (CN). As concentrações com 

viabilidade abaixo de 80% foram consideradas citotóxicas. 

 

2.3. Teste de redução da Resazurina 

As células HepG2 foram semeadas em placas de 96 poços contendo100 μL de meio 

com soro e o teste foi realizado de acordo com O`Brien et al. (2000). A placa foi incubada por 

24 horas em estufa de CO2 a 37 °C e, então, o meio de cultura foi retirado e 200 μL das 

diferentes concentrações de putrescina foram adicionadas aos poços correspondentes à cada 

concentração. O controle positivo (CP) e negativo (CN) foram os mesmos utilizados para o 

teste de MTT. As células foram expostas por 24 horas e, na sequência, os tratamentos foram 

descartados. Foram adicionados em cada poço da placa 200 μL de Resazurina (44 µM), 

preparada em meio de cultura. A placa foi incubada por 4 horas à 37 °C e a leitura foi 

realizada em fluorímetro Infinite® 200 pro microplate readers (TECAN, Mannedorf, Suíça), 

configurado com λ = 560 nm de excitação e λ = 590 nm de emissão. Concentrações com 

viabilidade celular menores que 80% foram consideradas citotóxicas.   

 

2.4. Ensaio do Cometa 

O ensaio do cometa foi realizado de acordo com Singh et al. (1988) e Tice et al. 

(2000). As células foram mantidas em condições ideais de cultivo e expostas a quatro 
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diferentes concentrações (324.1, 231.5, 138.9, 46.3 mg/kg para ratazanas, correspondentes a 

70, 50, 30 e 10% da DL50 de putrescina). Essas concentrações, não citotóxicas, foram 

definidas pelos testes de citotoxicidade. O controle negativo foi realizado com a adição de 

PBS no meio de cultura e o controle positivo com uma solução de MMS (4x10-4 M, Sigma-

Aldrich, CAS-No: 66-27-3). Todas as exposições foram realizadas em triplicata. As células 

foram expostas à putrescina por 24 horas e, na sequência, o meio de cultura contendo os 

tratamentos foi retirado e os fracos lavados duas vezes com 5 mL de PBS. Os frascos foram 

tripsinizadas com 500 µL de tripsina 0,5 %, por 5 minutos, para desprendimento celular. As 

suspensões celulares foram transferidas para tubos de centrífuga de 15 mL e centrifugadas a 

1500 rpm, por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso em 0,5 mL de 

meio de cultura. A solução celular foi passada por uma seringa de 1 mL para obtenção de 

células isoladas.  

Uma alíquota de 20 µL de suspensão celular foi misturada com 120 µL de agarose de 

baixo ponto de fusão 0,5% a 37 °C e, rapidamente, gotejada sobre lâminas previamente 

cobertas com agarose normal, 1,5 %. As lâminas, feitas em réplicas, foram levadas a geladeira 

a 4º C, por 20 minutos. As lamínulas foram removidas, cuidadosamente, e as lâminas imersas 

em solução de lise gelada (NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, Tris 10 mM, 8 g de NaOH, pH 10) 

por 1 hora, mantidas em geladeira a 4º C, no escuro. Após este procedimento, as lâminas 

foram colocadas em uma cuba de eletroforese e cobertas com uma solução tampão (NaOH 

300 mM, EDTA 1 mM, pH>13), onde permaneceram por 20 minutos para a desnaturação do 

DNA. A eletroforese foi realizada em 39 V e 300 mA por 20 mim. Em seguida, as lâminas 

foram neutralizadas em tampão de neutralização (tris-HCL 0,4 M, pH 7.2) e fixadas, por 10 

min., em etanol absoluto. As lâminas foram coradas com 50 µL de Gel red® (0,02 mg/mL) e 

analisadas em microscópio de fluorescência Leica, objetiva de 40x, filtro B - 34 (excitação: i= 

420-490 nM, barreira: I= 520 nM). Foram contabilizados 100 nucleóides por lâmina, 

totalizando 600 nucleóides por tratamento. Os danos no DNA foram estimados por 3 

parâmetros: intensidade de DNA, comprimento e momento da cauda, avaliados pelo software 

Comet Assay IV (Perspective Instruments, Bury Saint Edmunds, Reino Unido).  

Em paralelo ao ensaio do cometa, foi realizado o ensaio de viabilidade celular pelo método de 

Azul de Trypan (Gibco, Nova Zelândia). Para isso, 10 µL de suspensão celular de cada 

tratamento foram misturados com 10 µL de corante a 0,4 % e analisados em microscópio de 

luz em objetiva de 40x. Foram contabilizadas as células viáveis (brancas) e inviáveis (coradas 

em azul). Os índices de viabilidade celular foram obtidos considerando-se as porcentagens de 
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células viáveis do total de células analisadas. Foi estabelecido o limite mínimo de 80 % de 

células viáveis (ZWOLAK, 2014). 

 

2.5. Teste do Micronúcleo com bloqueio de citocinese 

Para o teste do micronúcleo, foi utilizada a técnica descrita por Natarajan e Darroudi 

(1991), com algumas modificações descritas a seguir: Os ensaios foram realizados em 

triplicata e as células foram expostas por 24 horas às quatro diferentes concentrações, como 

descrito no ensaio do cometa. Após este período, as células foram lavadas com tampão PBS, 

seguido da adição de 5 mL de meio de cultura completo com citocalasina B (3 µg/mL, Sigma, 

Cas-No: 14930-96-2), onde permaneceram por 28 horas. Posteriormente, as células foram 

coletadas, tratadas com solução hipotônica (citrato de sódio 1%) e fixadas com formol (40%) 

e Carnoy (etanol-ácido acético 3:1 – v:v). As lâminas foram preparadas gotejando algumas 

gotas da cultura celular sobre lâminas limpas, geladas e contendo um filme de água. Após 

secagem, as lâminas foram coradas com Giemsa 5% por 8 minutos. O teste foi realizado em 

triplicata e foram contabilizadas 1.000 células binucleadas com membrana nuclear e 

citoplasmática íntegras, núcleos de tamanhos similares não sobrepostos e com o mesmo 

padrão e intensidade de coloração, totalizando 3.000 células por tratamento. Foram 

identificados e contabilizados os micronúcleos (MN), as pontes nucleoplasmáticas (PN) e os 

brotos nucleares (BN) (FENECH, 2000).  

O índice de divisão nuclear (IDN) foi calculado de acordo com o número de células 

mono, bi, tri e tetra nucleadas, contabilizadas em um total de 1500 células por tratamento. 

Esse índice fornece uma medida de estado proliferativo das células viáveis. O cálculo foi 

realizado de acordo com a expressão: IDN= [M1+ 2(M2) + 3(M3) + 4(M4)]/N, onde M1-M4 

representam os números de células com  1, 2, 3 e 4 núcleos, e o N é o número total de células 

contadas (EASTMOND; TUCKER, 1989). 

 

2.6. Análises moleculares: extração de RNA e perfil de expressão gênica 

As células foram expostas como no ensaio anterior e, após as 24 horas de exposição, 

foram tripsinizadas, coletadas, lavadas por três vezes com PBS e centrifugadas até completa 

lavagem do meio de cultura e da tripsina. Os RNAs foram extraídos com Tri Reagente® 

(Sigma, St Louis, EUA). A qualidade e a concentração dos RNAs foram analisadas em 

NanoVueTM Plus Spectrophotometer (GE Healthcare). O cDNA foi sintetizado a partir de 250 

ng de RNA total, com o kit High-Capacity cDNA reverse Transcription (Applied Biosystems 

TM) em um volume final de 20µL. Foram selecionados genes relacionados à metabolização, 
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aos danos no DNA e ao estresse oxidativo. Todos os iniciadores foram desenhados por meio 

do programa Primer 3 Plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-

bin/primer3plus/primer3plus.cgi), utilizando as sequências depositadas no banco de dados 

NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) (Tabela 2). 

O PCR em tempo real foi realizado no aparelho StepOne Plus® System (Applied 

Biosystems, Foster City, Estados Unidos). As reações realizadas em placas de 96 poços, 

foram montadas para um volume final de 10 µL sendo 0.75 µM de iniciadores, 2µL de cDNA 

diluído 10 vezes e 5µL de SYBR® Green Real-Time PCR Master Mix (Applied 

BiosystemsTM). As condições para PCR foram: Denaturação inicial e ativação enzimática por 

10 min, à 95º C, seguidos de 40 ciclos de 95º C por 15 s, 60º C por 1 mim.  As alterações na 

expressão gênica foram determinadas usando a ß-actina como gene de referência 

(housekeeping) e o método de comparação utilizado foi CT (ΔΔCT).  Todas as amostras 

foram avaliadas em triplicata.  

 

2.7. Análises estatísticas 

Todos os resultados foram expressos em Média ± Desvio Padrão (SD). A normalidade 

foi realizada pelo teste de Shapiro-Wilk, que mostrou distribuição normal dos dados obtidos. 

Os ensaios do cometa, o teste de MN, o Índice de divisão nuclear (IDN) e as análises de 

expressão gênica foram analisadas pelo teste ANOVA, seguido do teste de Tukey, para 

múltipla comparação entre os grupos. Todos os dados foram analisados pelo programa 

Graphpad Prism 6.0. 

http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Tabela 2: Genes e sequências dos iniciadores utilizados nos ensaios de expressão gênica. 

Nome dos genes Gene 
Identificação 

do gene 

Sequencia direta 

(5`- 3`) 

Sequencia reversa 

(5`- 3`) 

Tamanho do 

amplicon (Pb) 

Síntese de poliaminas 

Ornitina descarboxilase OCD 4953 CCCAGCGTTGGACAAATACT TCCATAGACGCCATCATTCA 205 

Estresse oxidativo 

Superóxido dismutase 1 SOD1A 6647 AGGGCATCATCAATTTCGAG GTGAGGACCTGCACTGGTAC 146 

Catalase CAT 847 CGTGCTGAATGAGGAACAGA AGTCAGGGTGGACCTCAGTG 119 

Glutationa Peroxidase GPx1 2876 TTGACATCGAGCCTGACATC ACTGGGATCAACAGGACCAG 185 

Glutationa Redutase GSR 2936 ATCCATATGCAGGGACTTGG GTAGGGTGAATGGCGACTGT 110 

Metabolismo de xenobióticos 

Citocromo P450, 

família 1 
CYP1A1 1543 TTCCCTGATCCTTGTGATCC GGAGATTGGGAAAAGCATGA 109 

Glicuronil transferase UGT1A1 54658 GTGCCTTTATCACCCATGCT GCTTTGCATTGTCCATCTGA 108 

Danos no DNA 

Reparo por Excisão ERCC1 2072 CTACAGCCAGTGCATCTCCA CTCCTGAAACAAGGCACCTC 112 

Núclease APEX APEX1 328 ATATTGCTTCGGTGGGTGAC GCTCTGTCCTGAGCTCATCC 115 

Chechpoint Quinase1 CHEK1 1111 CGCTCCCAACACGGAGTTCC TCACAGTCGGTGAAGCAGAG 119 

Housekeeping 

B-actina β-act 60 CGGGACCTGACTGACTAC CTCCTTAATGTCACGCAC 87 
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3. Resultados 

3.1. Ensaios de citotoxicidade da putrescina 

O potencial citotóxico da putrescina foi avaliado por meio do teste de MTT e do 

ensaio de redução da resazurina em células HepG2 expostas por de 24 horas a esta poliamina. 

Para o teste de MTT, as concentrações de 463 mg/kg (referente a DL50 de ratazanas) e as 

concentrações de 439.85, 416.7, 393.55 mg/kg foram citotóxicas para as células HepG2. Já 

para ensaio de redução da resazurina, tanto as concentrações citotóxicas pelo MTT como a 

concentração de 370.4 mg/kg se apresentaram citotóxicas para essas células. Os resultados 

foram bem semelhantes para ambos os testes, mas foi possível inferir que o ensaio de 

resazurina foi mais sensível que o do MTT. Desta forma, foi possível estabelecer as 

concentrações não citotóxicas que seriam testadas para os demais testes. Foram escolhidas as 

concentrações de 324.10, 231.5, 138.9 e 46.3, correspondentes a 70, 50, 30 e 10% da DL50 de 

ratazanas. Os resultados estão demonstrados na figura 1.  

 

Figura 1: Viabilidade celular, avaliada pelos testes de MTT e Resazurina, em células HepG2 expostas 

a diferentes concentrações de putrescina. *correspondem as concentrações citotóxicas (viabilidade 

celular menor que 80%). 

3.2. Ensaio do cometa 

O ensaio do cometa foi realizado com as concentrações não citotóxicas estabelecidas 

nos ensaios de citotoxicidade. Foram utilizadas as concentrações correspondentes a 70, 50, 30 

e 10% da DL50 para ratazanas, já conhecida para a putrescina. Os danos no DNA foram 

estimados por 3 parâmetros: intensidade de DNA, comprimento e momento da cauda. Os 

resultados estão apresentados na figura 2. Junto ao ensaio do cometa, foi realizado o ensaio 
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de viabilidade celular com o Azul de Trypan, demonstrado na letra D da figura 2. De acordo 

com os resultados obtidos, todas as concentrações foram significativas para o critério 

intensidade da cauda. Em relação ao comprimento da cauda, os resultados foram 

significativos para as concentrações de 10 e 50 % da DL50. Resultados semelhantes foram 

observados para o momento da cauda. Não foram observadas diferenças significativas no 

ensaio de viabilidade celular.  

 

 

 

 

Figura 2: Efeitos genotóxicos observados pelo ensaio do cometa em células HepG2. Os resultados 

foram expressos em média e desvio padrão. *correspondente a valores estatisticamente significativos 

(P<0.05). 

 

 

3.3. Teste do Micronúcleo com bloqueio de citocinese (MN) 

 

A atividade genotóxica da putrescina foi avaliada em células HepG2, por meio do teste 

do MN. As células foram expostas às mesmas concentrações do ensaio do cometa, 70, 50, 30 

e 10% da DL50. Após 24 horas de exposição, houve um aumento da frequência de MN em 

células binucleadas para as concentrações de 10, 30 e 50 %. As frequências de alterações 

nucleares (brotos e pontes) aumentaram de forma significativa, apenas para a maior 

concentração testada (70%) (Tabela 3).  
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Tabela 3: Valores representados por frequência de micronúcleos (MN) e anormalidades nucleares 

(Brotos e pontes nucleoplasmáticas) em células HepG2 expostas a diferentes concentrações de 

putrescina. 

Concentrações 
MN Brotos Pontes 

Média ± DP Média ± DP Média ± DP 

Controle Negativo 2.09±0.17 1.30±0.10 0.37±0.12 

Controle Positivo 8.02±1.94* 2.99±0.43* 2.13±1.13* 

10 % 6.13±0.56* 1.76±0.30 1.27±0.29 

30 % 6.89±1.13* 2.12±0.32 0.93±0.40 

50 % 6.40±0.80* 2.06±0.55 1.13±0.06 

70 % 4.88±0.65 3.55±1.01* 3.09±0.72* 
Os resultados foram expressos em média± desvio padrão MN = Micronúcleos. *são estatisticamente 

significativos – P<0,05 (ANOVA/Tukey, P< 0.05). 

 

O efeito citostático da putrescina foi avaliado pelo índice de divisão nuclear (IDN) e 

nenhuma concentração testada apresentou resultado significativo (figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Influência das diferentes concentrações de putrescina (10, 30, 50 e 70%) nos índices de 

divisão nuclear de células HepG2 expostas por 24 horas. Nenhum resultado foi significativo. 

 

3.4. Efeitos da putrescina sobre a expressão de mRNA 

 

Os efeitos da putrescina sobre a expressão gênica foram analisados em células HepG2 

expostas por 24 horas às concentrações de 324,1, 231,5, 138,9 e 46,3 mg/kg, referentes a 70, 

50, 30 e 10 % da DL50 de putrescina para ratazanas. Os valores representativos, referentes as 

quantificações de expressão, foram normalizados com o gene da b-actina e comparados com o 

grupo controle negativo Tabela 4. 
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O gene da OCD apresentou níveis aumentados de expressão nas concentrações de 10, 

50 e 70%. Os genes relacionados ao estresse oxidativo apresentaram níveis de expressões bem 

distintos entre as diferentes concentrações. SOD1A foi mais expresso na concentração de 

10%, enquanto que que CAT aumentou apenas na concentração de 70 %. GPX1 teve um 

aumento de expressão na concentração de 50 %, enquanto GSR aumentou em 10 e 70%. Os 

genes relacionados ao metabolismo de xenobióticos (CYP1A1 e UGT1A1) foram mais 

expressos nas maiores concentrações e os de reparo de danos no DNA, principalmente o 

APEX1, foram mais expressos na concentração de 10 e 50 %. 
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Tabela 4: Perfil de expressão de genes relacionados a via de síntese da putrescina, estresse oxidativo, metabolismo de xenobióticos e de respostas a danos no 

DNA de células HepG2, expostas a diferentes concentrações de putrescina. Os resultados foram normalizados com o gene endógeno da b-actina. 

   Concentrações 

Mecanismo 

envolvido 
Gene Controle 10 % 30 % 50 % 70 % 

Síntese de Poliaminas 

 OCD 0.052±0.002 0.094±0.006* 0.041±0.002 0.206±0.012* 0.242±0.030* 

Estresse Oxidativo 

 SOD1A 0.044±0.004 0.209±0.016* 0.020±0.002 0.032±0.000 0.062±0.002 

 CAT 0.007±0.000 0.006±0.000 0.004±0.001 0.007±0.001 0.057±0.009* 

 GPx1 0.064±0.004 0.133±0.026 0.071±0.016 0.338±0.079* 0.113±0.013 

 GSR 0.008±0.000 0.017±0.001* 0.010±0.001 0.006±0.001 0.012±0.000* 

Metabolismo de 

Xenobióticos 

 CYP1A1 0.001±0.000 0.002±0.000* 0,001±0.000 0.002±0.000* 0.003±0.000* 

 UGT1A1 0.002±0.000 0.001±0.000 0,002±0.000 0.005±0.001* 0.002±0.000 

Danos no DNA 

 ERCC1 0.002±0.000 0.008±0.001* 0.002±0.000 0.009±0.000* 0.003±0.000 

 APEX1 0.063±0.005 0.105±0.002* 0.053±0.005 0.111±0.014* 0.030±0.004* 

 CHEK1 0.001±0.000 0.003±0.000* 0.001±0.000 0.002±0.000* 0.001±0.000 
Os resultados foram expressos em média±desvio padrão. *são estatisticamente significativos – P<0,05 (ANOVA/Tukey, P< 0.05). 
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4. Discussão 

A contaminação ambiental proporcionada por cemitérios está fortemente ligada a 

produção do necrochorume, liquido proveniente da decomposição cadavérica e rico em 

substâncias químicas, como as aminas biogênicas cadaverina e putrescina (DENT et al., 2004; 

OLIVEIRA et al., 2012). O necrochorume pode, eventualmente, contaminar o solo, águas 

superficiais (por escoamento) e águas subterrâneas (por percolação), se caracterizando em um 

risco à saúde humana (COSTA SILVA; FILHO, 2008; ZYCHOWSKY, 2012). Esse tipo de 

contaminação representaria uma fonte exógena de putrescina para os organismos que fazem 

uso destas águas contaminadas. Como essa substância desempenha grande importância para a 

biossíntese das poliaminas, um aumento na sua biodisponibilidade pode representar grandes 

alterações na fisiologia celular (BARDOCZ et al., 1995; GAO et al., 2013; KIBE et al., 2014). 

Diante da falta de estudos relacionados à contaminação ambiental associada a putrescina, este 

trabalho avaliou, por meio dos testes do cometa e do MN, realizados com cultura de células 

HepG2, quais poderiam ser os efeitos genotóxico desta substância, bem como através de 

análises de transcrição gênica, a identificação das vias potencialmente envolvidas na 

toxicidade da putrescina.  

O ensaio do cometa vem sendo cada vez mais utilizado como teste de genotoxicidade 

em biomonitoramento de exposições ocupacionais e ambientais (MOLLER, 2006). Diante 

disso, foram avaliados neste trabalho, pelo ensaio do cometa, três parâmetros distintos de 

genotoxicidade, como a intensidade, o comprimento e o momento da cauda para células 

HepG2 submetidas à exposição à putrescina. Ambos os parâmetros indicaram ação tóxica da 

putrescina para o material genético de células HepG2 expostas às concentrações de 10 e 50% 

desta poliamina. Existem algumas divergências em relação a qual o melhor parâmetro de 

análise utilizado para este fim, entretanto, muitas pesquisas assumem o momento da cauda 

como medida mais estatisticamente significativa, pelo fato de ser uma combinação de 

medidas entre a intensidade de DNA na cauda e o comprimento da cauda (OLIVE; 

DURAND, 2005; MOZAFFARIHE et al., 2008; SUNJOG et al., 2013).  

O ensaio do cometa em condições alcalinas detecta danos primários no DNA, rupturas 

em fita dupla e simples e sítios álcali-lábeis, que muitas vezes são passíveis de reparo 

(SINGH et al., 1988; DHAWAN et al., 2008). Diante disso, a associação de outra técnica ao 

teste do cometa pode fornecer informações mais consistentes sobre o mecanismo de ação da 

substância testada (MALUF, 2004). O ensaio MN é uma técnica bem estabelecida em 

genética toxicológica, pois proporciona estratégias adicionais de avaliação dos danos 

genéticos (FENECH et al., 2011; MAISANABA et al., 2016). Este ensaio permite a 
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identificação de substâncias que agem nas células em divisão celular, causando nas mesmas, 

danos cromossômicos estruturais e numéricos. Com este ensaio, é possível identificar, além 

de MN, outras anomalias nucleares como pontes nucleoplasmáticas (PN) e brotos nucleares 

(BN) (FENECH, 2006; FENECH et al., 2011).  

As células expostas à putrescina apresentaram um aumento significativo na frequência 

de micronúcleos para as concentrações de 10, 30 e 50 %, enquanto que as frequências de PN e 

BN aumentaram, significativamente, apenas para a maior concentração testada (70%). Por 

meio destes resultados é possível inferir que diferentes concentrações de putrescina podem 

desencadear mecanismos de ação distintos sobre o material genético de células HepG2.  

Os MN observados nas células submetidas às menores concentrações foram originados 

de cromossomos inteiros, fragmentos cromossômicos acêntricos ou, fragmentos de 

cromátides acêntricas que não se ligaram corretamente às fibras do fuso, durante o processo 

de divisão cromossômica. Uma pequena proporção desses micronúcleos pode ser formada por 

rupturas na dupla fita de DNA, mas isso só ocorre quando os níveis de danos são maiores que 

a capacidade de reparo da célula (FENECH et al., 2011). Um outro mecanismo descrito está 

relacionado à excisão de bases danificadas ou incorporadas de forma incorreta. Se esse 

processo não acontece de forma completa, pode ocasionar uma ruptura na molécula de DNA, 

promovendo a formação de MNs (FENECH; NEVILLE, 1992).  

A exposição à maior concentração de putrescina avaliada induziu aumento na 

frequência de pontes nucleoplasmáticas e brotos nucleares. De acordo com Thomas et al. 

(2003), as PN são indicativas de rearranjos cromossômicos originadas de cromossomos 

dicêntricos e cromossomos em formato de anel. Elas fornecem evidências de rupturas na 

molécula de DNA, provocadas por problemas nos processos de reparo (FENECH, 2006). A 

formação de PN tem sido constantemente encontrada em exposições decorrentes a oxidantes 

endógenos, radiação ionizante e hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (FENECH et al, 

2011).  

Os brotos nucleares podem ser originados de amplificação do material genético. 

Algumas substâncias químicas atuam sobre os constituintes celulares, interrompendo a 

migração dos cromossomos para os polos das células, durante o processo de divisão celular, o 

que, consequentemente, induz poliploidização. Esse material genético em excesso é eliminado 

do núcleo na forma de brotos nucleares (SHIMIZU et al., 1998; SHIMIZU et al., 2000; 

FERNANDES et al. 2007; FENECH et al., 2011). 
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Em complementação aos resultados obtidos com os ensaios clássicos de avaliação da 

genotoxicidade da putrescina, foram realizados estudos de expressão gênica, para tentar 

identificar as vias moleculares potencialmente envolvidas na toxicidade desta substância. 

O gene da OCD (ornitina descarboxilase) foi monitorado na intenção de observar a via 

de biossíntese das poliaminas. Essa enzima é o fator limitante, que controla a conversão de 

ornitina em putrescina, por meio de uma reação de descarboxilação (RAMANI et al., 2014). 

Os resultados dos ensaios de expressão gênica mostraram um aumento expressivo de mRNA 

de OCD nas concentrações de 50 e 70 % (50% - 0.206±0.012; 70% 0.242±0.030), em relação 

ao teste controle (0.052±0.002). Altas concentrações de putrescina deveriam induzir uma 

diminuição na expressão de OCD, uma vez que ela é altamente afetada pelos níveis de PAs 

(PERSON, 2009), exatamente o contrário do que foi observado. Determinadas condições 

fisiológicas podem influenciar na regulação dessa enzima por meio de Guanosina trifosfato, 

sugerindo que mecanismos de regulação alostérica ou modificações pós-traducionais atuam 

de forma regulatória sobre esta enzima (COFFINO, 2001).  

Quantidades elevadas de poliaminas ativam mecanismos catabólicos nas células, que 

são capazes de gerar um aumento excessivo de peróxido de hidrogénio (H2O2) (PEGG et al., 

2013). Essa molécula é considerada como um forte agente citotóxico, cujos níveis devem ser 

minimizados através da ação de enzimas de defesa antioxidantes (HALLIWELL et al., 2000). 

Além disso, o H2O2 é considerado um precursor de radical hidroxila (˙OH), que é reconhecido 

como um dos radicais livres mais reativos (ALZOGHAIBI, 2013). Isso pode desencadear um 

distúrbio entre a produção de radicais livres e defesas antioxidantes, caracterizando em um 

estresse oxidativo celular (BETTERIDGE, 2000). Diante disso, foram monitoradas a 

expressão de genes relacionados a via de estresse oxidativo. Foram avaliados os genes das 

enzimas SOD, CAT, GPx, que induziram um aumento na expressão de seus mRNA, de forma 

distinta entre as diferentes concentrações testadas. As maiores variações foram no aumento da 

expressão do gene SOD1A, na concentração de 10 %, e no gene da GPx1, na concentração de 

50%. Esses resultados indicam estresse oxidativo e podem estar associados com a indução de 

danos no DNA, corroborando os resultados do ensaio do cometa e do MN.   

Nesse estudo também foram avaliados genes envolvido na via de metabolização de 

xenobióticos, por meio da expressão do mRNA da CYP1A1 e da UGT1A1. Foram observados 

aumento significativo para o CYP1A1 nas concentrações 10, 50 e 70 %. Essa enzima atua na 

fase I de metabolização e faz parte da família do Citrocromo p450, que é responsável pelo 

metabolismo de compostos endógenos e xenobióticos, como drogas e contaminantes 
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ambientais (ZANGER; SCHWAB, 2013). O mRNA correspondente a enzima Glicuronil 

transferase (UGT1A1) também aumentou, significativamente, na concentração de 50 %. Esta 

é uma enzima que atua na fase II de metabolização. Elas catalisam a transferência de ácido 

glicurônico para grupos hidroxila, carboxila ou grupos amínicos de compostos químicos, que, 

na maioria das vezes, atuam transformando compostos hidrofóbicos em metabolitos solúveis 

em água, processos esses essenciais para a eliminação de substâncias tóxicas dos organismos 

(ODA et al., 2015). Esses resultados mostram que a putrescina altera a expressão de genes 

envolvidos nas vias de metabolização, tanto de fase I quanto de fase II.  

Também foram analisados a expressão de genes ERCC1, APEX1 e CHEK1, 

correspondentes a enzimas envolvidas nos processos de reparo do DNA. A expressão de 

ERCC1 e CHEK1 aumentaram significativamente nas células expostas às concentrações de 10 

e 50% corroborando com os índices de danos no DNA observados pelo ensaio do cometa. 

Estes resultados, demonstraram que células com maiores danos nas moléculas de DNA 

apresentam expressão aumentada para genes envolvidos nos processos de reparo. O complexo 

enzimático ERCC1-XPF é o componente central do reparo de excisão de nucleotídeos (REN), 

que pode também atuar em outros processos celulares, como o reparo de ligações cruzadas 

(Crosslink) e os reparos de quebras de fitas duplas (double-strand break) (MCNEIL; 

MELTON, 2012). O gene CHEK1, codifica uma quinase de controle especifica, que regula o 

ponto de checagem G2/M, impedindo que as células danificadas se dividam (MAUGERI-

SACCA et al., 2013; PATIL et al., 2013). Os resultados referentes ao gene APEX1, 

mostraram uma super expressão nas células expostas as concentrações de 10 e 50 %, enquanto 

que a concentração de 70% levou a uma redução da sua expressão. O gene APEX1, codifica a 

principal endonuclease de sítios apurínicos/pirimídicos e atua na via de excisão de bases 

(BER) danificadas (MAHJABEEEN et al., 2013).  

Com base em todos os resultados obtidos, fica evidente o potencial genotóxico e 

mutagênico da putrescina. A intensidade dos danos promovidos pela substância superou a 

capacidade de reparo do DNA das células HepG2. Esse material genético danificado foi 

observado na forma de micronúcleos em células binucleadas. Esse trabalho avaliou os efeitos 

genotóxicos da putrescina, uma das moléculas biológicas de grande importância nas funções 

celulares, e mostrou a necessidade do desenvolvimento de trabalhos que sejam realizados com 

amostras ambientais, para que seja estimado os riscos reais de contaminação proporcionadas 

por cemitérios.   
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5. Conclusão 

Os resultados in vitro obtidos no presente estudo, demonstram um potencial 

genotóxico de concentrações não citotóxicas de putrescina e indicam que os ensaios de 

cometa e o teste de MN são ferramentas eficientes e complementares para avaliação dos 

efeitos toxicogenéticos em células HepG2. A putrescina também interfere na expressão de 

genes relacionados ao estresse oxidativo e relacionados à sinalização de danos no DNA. Estes 

resultados alertam para uma maior atenção a este tipo de contaminação e reforçam a 

necessidade de uma maior compreensão e atenção para os impactos proporcionados por 

cemitérios alertando sobre a necessidade de realização de estudos mais diversificados e mais 

abrangentes sobre esse tipo de contaminação ambiental. 
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Highlights 

 

 Os cemitérios apresentam grande potencial como contaminante ambiental. 

 O necrochorume é a principal causa da contaminação ambiental proporcionada pelos 

cemitérios. 

 A poliamina putrescina é uma das substâncias produzidas pela decomposição cadavérica.  

 As poliaminas desempenham grande importância nos processos celulares fisiológicos. 

 

 

Resumo 

 

Os cemitérios têm se despontado mundialmente, como grandes poluidores ambientais, embora 

essa atividade poluidora seja ainda muito negligenciada pelos órgãos ambientais competentes. 

Nestes locais são produzidas e acumuladas grande quantidade de compostos químicos 

provenientes da decomposição cadavérica, tanto de origem orgânica como inorgânica, que 

apresentam um alto potencial poluidor, além de agentes biológicos, como vírus e bactérias, 

que persistem por muito tempo nesses ambientes. O líquido produzido pela decomposição dos 

corpos, denominado de necrochorume, é constituído por água e pelos produtos derivados 

dessa decomposição, dentre eles a poliamina putrescina, que é uma substância que também 

apresenta importantes funções fisiológicas para os organismos vivos. Esse é um estudo 

pioneiro, que tem como objetivo buscar informações sobre os efeitos tóxicos potenciais desta 

substância. Para isso, foram utilizados neste estudo ratos Wistar, expostos por 56 dias 

consecutivos a concentrações de 46.3, 138.9 e 251.5 mg/kg, referentes, a 10%, 30% e 50 % da 

DL50 de putrescina. Foram avaliados marcadores hematológicos, bioquímicos e biométricos, a 

fim de estabelecer a maior quantidade de informações possíveis sobre o potencial tóxico da 

substância. Os animais expostos apresentaram vários parâmetros alterados, entre eles 

alterações nos pesos de órgãos (fígado, rim, pulmão, vesícula seminal e prostata), alterações 
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nos índices hematológicos (aumento de células vermelhas, plaquetas e células do sistema 

imunológico) e nos parâmetros bioquímicos, como distúrbios nos índices glicêmicos e 

colesterolêmicos. Os parâmetros avaliados se mostraram bastante eficientes no 

monitoramento dos efeitos sistêmicos da putrescina, revelando, nas condições testadas, o 

potencial toxicológico da mesma. Esses resultados alertam para o possível potencial 

ecotoxicológico dessa substância e indicam a necessidade do desenvolvimento de estudos 

ambientais com esse químico. 

  

Palavras-Chave: parâmetros bioquímicos, parâmetros hematológicos, peso relativo 

necrochorume, potencial ecotoxicológico  

 

 

1. Introdução 

A poluição dos recursos hídricos pode ser proveniente de diversas atividades 

antrópicas, dentre elas as que ocorrem em cemitérios (NEIRA et al., 2008; USLU et al., 2009; 

OLIVEIRA et al., 2012; ŻYCHOWSKI, 2012). Os cemitérios têm se destacado quanto ao seu 

potencial de contaminação ambiental, como alertado pela Organização Mundial da Saúde 

(WHO) que destaca que a instalação da maioria dos cemitérios é realizada sem a prévia 

avaliação geológica e hidrogeológica do local, podendo colocar em risco a qualidade das 

águas superficiais e subterrâneas do seu entorno, tanto pela contaminação por substâncias 

químicas (orgânicas e inorgânicas), como por microrganismos patogênicos (WHO, 1998). A 

principal causa de contaminação ambiental pelos cemitérios é a produção intermitente de um 

líquido derivado de processos de decomposição cadavérica, denominado de necrochorume 

(COSTA SILVA; FILHO, 2008; OLIVEIRA et al., 2012).   

O necrochorume é um composto rico em substâncias químicas, dentre elas a 

putrescina (1,4 diaminobutano), uma poliamina resultante da decomposição dos aminoácidos, 

que, normalmente, desempenha importantes funções fisiológicas nos organismos (DENT et 

al, 2004; OLIVEIRA et al., 2012). A putrescina é um policátion orgânico presente em todas as 

células eucariotas e é de grande importância para os processos fisiológicos por ser uma 

molécula precursora de duas outras poliaminas, a espermidina e a espermina, ambas 

importantíssimas no processo de proliferação celular (SVENSSON, 2012; PEGG, 2016). Essa 

poliamina pode interagir com moléculas de DNA, RNA, proteínas e lipídeos e regular 

atividades como a transcrição do RNA, tradução de proteínas e seu processamento pós-

traducionais (PARK; IGARASHI, 2013).  
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As poliaminas estão fortemente ligadas ao aparecimento de neoplasias de intestino, 

com evidências, cada vez mais fortes, de que a putrescina e a espermidina tenham um papel 

importante na promoção da transformação maligna. Células de câncer colorretal apresentam 

níveis maiores de poliaminas que os tecidos adjacentes ou que o tecido normal equivalente, 

destacando a possível importância da putrescina exógena no seu desenvolvimento (GERNER; 

MEYSKENS, 2004). 

Como a putrescina presente no necrochorume pode, eventualmente, causar 

contaminação ambiental tanto pelo seu espalhamento como percolação no solo, ela tem a 

potencialidade de atingir as águas superficiais e os lençóis freáticos. Como pouco se sabe 

sobre os efeitos dessa substância como contaminante ambiental, é muito importante o 

desenvolvimento de estudos que possam trazer informações sobre a via sistêmica de atuação 

desta poliamina sobre os organismos. Entre os parâmetros mais utilizados em pesquisas 

toxicológicas, estão as avaliações bioquímicas e hematológicas, por serem importantes para a 

determinação dos efeitos das substâncias sobre um organismo exposto (PETTERINO; 

ARGENTINO-STORINO, 2006). A grande vantagem do uso destes parâmetros em 

ecotoxicologia é, além de estimar os efeitos biológicos dos poluentes, obter indicativos sobre 

os seus mecanismos de ação, diferente dos estudos químicos, que possibilitam, apenas, a 

quantificação dos compostos no ambiente. Os parâmetros hematológicos são considerados 

indicadores fisiohistopatológicos sistêmicos e, consequentemente, constituem um importante 

diagnóstico do status estrutural e funcional do animal exposto à substância avaliada 

(ADHIKARI et al., 2004). Nesse contexto, o presente trabalho avaliou diferentes parâmetros 

biométricos, hematológicos e bioquímicos, em testes in vivo realizado com ratos Wistar, para 

esclarecer/conhecer os possíveis efeitos da putrescina sobre a fisiologia de um organismo a 

ela exposto. 

 

2. Materiais e Métodos 

 

2.1. Substâncias Química  

Para o desenvolvimento dos ensaios, foram utilizadas diferentes concentrações da 

poliamina putrescina (1,4-Diaminobutano, fórmula molecular C4H12N2, peso molecular 88,15 

g/mol, CAS. No 110-60-1, Sigma-Aldrich, com pureza de 99,0%). As concentrações testadas 

foram definidas a partir de referência contida na ficha de informações de segurança do 

produto, que aponta uma DL50 oral para ratazanas de 463 mg/kg. Foram definidas as 
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concentrações de 10 % da DL50 (T1- 46,3 mg/kg), 30% (T2- 138,9 mg/kg) e 50% (T3- 231,5 

mg/kg). 

 

2.2. Animais e desenho experimental 

Para a realização do experimento foram utilizados 24 ratos Wistar machos adultos, 

com 120 dias de idade e peso inicial em torno de 300-350g, instalados no centro de 

experimentação animal da Fundação Hermínio Ometto (FHO-UNIARARAS). Os animais 

foram mantidos em temperatura controlada (25° C), umidade do ar de 60% e ciclos 

claro/escuro de 12 horas, recebendo água e ração purina ad libitum. 

Os animais foram divididos em quatro grupos, com seis animais cada. O grupo 

controle recebeu apenas água filtrada e os três grupos expostos T1, T2 e T3 receberam, em 

cada um dos tratamentos, uma das concentrações citadas anteriormente. Os animais foram 

pesados semanalmente e o volume administrado foi calculado, de acordo com o peso de cada 

animal. A substância foi administrada via gavage, por um período crônico de 56 dias 

consecutivos. Este estudo foi aprovado pelo comitê de ética em pesquisa animal da FHO-

UNIARARAS (Protocol nº 024/2013) e os procedimentos experimentais foram realizados de 

acordo com os princípios éticos do Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA). 

 

2.3. Coleta de materiais biológicos 

Amostras de sangue foram coletadas por meio de punção caudal aos 15 e 30 dias de 

exposição. Foram retirados aproximadamente 600 µL de sangue, que foram armazenados em 

tubos de 1,5 µL e, posteriormente, centrifugado a 3500 rpm por 15 minutos. Após a 

separação, o soro foi utilizado nas dosagens bioquímicas. No fim do período de 56 dias, os 

animais foram anestesiados com solução de Xilazina (Rompun® - Bayer S.A. – 20 mg/mL) e 

Cetamina (Ketalar® - Parke, Davis & Co.- 50 mg/mL), submetidos a labarotomia medial e 

expansão da cavidade torácica, para expor o coração e realizar a punção cardíaca com uma 

seringa de 5 mL. Em seguida, as amostras sanguíneas foram transferidas para tubos 

específicos, para cada tipo de análise a ser realizada. O sangue para o hemograma foi coletado 

em tubos contendo o anticoagulante EDTA e o sangue para análises bioquímicas foi coletado 

em tubos sem o referido anticoagulante. Os órgãos foram retirados e pesados, para posterior 

análise morfométrica. 

 

2.4. Dados Biométricos   
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Para as análises morfométricas, foram pesados fígado, rins, pulmão, baço, adrenais, 

testículos, epidídimo, vesícula seminal e próstata ventral. O peso relativo dos órgãos foi 

calculado pela fórmula: RW = peso do órgão/peso corpóreo x 100 (da SILVA et al., 2015). 

 

2.5. Análises hematológicas  

As amostras sanguíneas foram encaminhadas para o laboratório de análises clinicas 

CEDIVET – Centro de Diagnostico Veterinário, localizado na cidade de Rio Claro, São 

Paulo, Brasil (www.cedivet.com.br). 

Os parâmetros hematológicos avaliados foram: contagens total de glóbulos vermelhos, 

contagem de leucocitos totais, hemoglobina, hematócrito, volume hemoglobina, hematócrito, 

volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentração de 

hemoglobina corpuscular média (CHCM), contagem de plaquetas, neutrófilos, eosinófilos, 

linfócitos, monócitos e basófilos. 

 

2.6. Analises bioquímicas 

As dosagens bioquímicas de glicemia, colesterol total (CHOL), lipoproteínas de alta 

densidade (HDL) e de triglicérides (TRGL) foram realizadas aos 15, 30 e 56 dias de 

exposição, nas dependências do laboratório de Biodinâmica do Departamento de Educação 

Física da Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” – UNESP, por meio dos 

kits comerciais Bioliquid® (Laborclin, Paraná, Brazil), utilizados de acordo com as instruções 

do fabricante. A leitura das análises foi realizada por espectrofotometria, utilizando o leitor de 

placas ASYS- Expert Plus- (Analítica). Os parâmetros bioquímicos: proteínas totais, 

creatinina, uréia, fosfatase alcalina (ALP), alanina aminotransferase (ALT), aspartato 

aminotransferase (AST) foram analisados somente nas amostras de 56 dias de exposição e o 

soro foi encaminhado para quantificação também no laboratório veterinário CEDIVET (Rio 

Claro, São Paulo, Brasil).  

 

2.7. Análise estatística 

Todos os resultados foram expressos em Média ± Desvio Padrão (SD). A normalidade 

foi realizada pelo teste de Shapiro-wilk, apresentando distribuição paramétrica e não 

paramétrica. Os dados paramétricos foram analisados com ANOVA e pós teste de Tukey para 

comparações múltiplas. Os dados não paramétricos foram analisados pelo teste de Kruskal-

Wallis e pós teste de Dunn's, para comparação entre os diferentes grupos experimentais. 

Todos os dados foram analisados pelo programa Graphpad Prism 6.0. 
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3. Resultados 

3.1. Observaçoes gerais 

Os animais do grupo T3 (231,5 mg/kg) apresentaram algumas alterações fisiológicas e 

de comportamento, como poliúria, vocalização anormal (chiados) ao respirar e secreção nos 

focinhos. Os animais do grupo T2 (138,9 mg/kg) também apresentavam vocalização anormal 

ao respirar, mas em menor intensidade. Ambos os grupos (T2 e T3) não apresentaram 

aumento significativo em ganho de peso ao longo das 8 semanas de tratamento. A diferença 

na evolução do ganho de peso deste grupo fica bem evidente, quando os resultados foram 

comparados com a média de peso dos outros grupos. Os animais do grupo T1 (46,3 mg/kg) 

apresentaram ganho de peso e nenhum sinal de intoxicação. Os animais do grupo controle 

apresentaram taxa crescente de ganho de peso, como pode ser observado na figura 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Efeitos da administração de putrescina sobre o peso corpóreo dos animais (média). 

 

3.2. Peso absoluto e relativo dos orgãos 

Após a eutanásia, os órgãos foram coletados e pesados, individualmente. Na tabela 1, 

estão representados os valores médios e desvio padrão do peso absoluto e peso relativo dos 

órgãos. A análise estatística indicou que o grupo T3 apresentou índices significativos de 

alteração nos valores médios do peso em mais órgãos, quando comparado aos demais grupos. 

Para o grupo T1, o fígado e os rins dos animais do grupo T1 exibiram um aumento 
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significativo tanto do peso absoluto como relativo. Foi observado para o grupo T3, que os 

pulmões aumentaram de peso, mas o baço, próstata ventral e vesícula seminal exibiram uma 

redução do peso absoluto e relativo. A análise macroscópica dos órgãos não revelou diferença 

visível entre eles.  
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Tabela 1: Efeitos da administração oral de putrescina sobre o peso absoluto (g) e o peso relativo dos órgãos (peso do órgão/peo do animalx100) de ratos 

Wistar expostos por 56 dias consecutivos. 

Valores representados em média±desvio padrão. ANOVA 1 parametro, pós teste de Tukey.  

*Valores significativos em relação ao grupo controle P<0,05. 

#Valores significativos em relação a outros grupos P<0,05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Orgãos Valores absolutos  Valores relativos 

 
Controle (46.3 mg/kg) (138.9 mg/kg) (231.5 mg/kg)  Control (46.3 mg/kg) (138.9 mg/kg) (231.5 mg/kg) 

Fígado 12.38±3.10 16.45±1.42*# 12.62±1.07 11.20±3.42  2.95±0.5 3.64±0.37* 3.30±0.30* 3.15±0.28 

Rins 3.24±0.23 4.08±0.46*# 3.14±0.28 2.80±0.85  0.79±0.09 0.90±0.07* 0.82±0.07 0.79±0.07 

Pulmão 2.32±0.72 3.13±1.13 2.51±0.84 3.57±0.63*  0.56±0.15 0.70±0.31 0.65±0.17 1.07±0.40* 

Baço 1.04±0.24 1.12±0.16 1.02±0.14 0.62±0.39*  0.25±0.03 0.24±0.04 0.27±0.03 0,16±0.05* 

Adrenal 0.05±0.01 0.05±0.00 0.05±0.00 0.08±0.01*#  0.01±0.00 0.01±0.00 0.01±0.00 0.02±0.00*# 

Testiculos 3.48±0.13 3.54±0.24 3.72±0.44 2.90±1.23  0.84±0.09 0.77±0.08 0.97±0.06 0.81±0.27 

Epididimos 0.99±0.08 1.10±0.09 1.10±0.07 0.77±0.30  0.24±0.04 0.23±0.01 0.30±0.03 0.22±0.09 

Vesicula seminal 1.65±0.49 1.89±0.41 1.29±0.27 0.69±0.62*  0.40±0.12 0.39±0.09 0.33±0.06 0.17±0.10*# 

Prostata ventral 0.55±0.16 0.51±0.10 0.40±0.14* 0.21±0.09*#  0.13±0.03 0.11±0.03 0.11±0.05 0.06±0.03*# 
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3.3. Resultados das análises hematológicas  

Os resultados observados nas análises hematológicas são apresentados na tabela 

2. Parâmetros como hemoglobina, hematócrito, VCM, eosinófilos, monócitos e basófilos não 

sofreram alterações significativas. A quantidade de RBC aumentou significativamente nos 

grupos expostos às concentrações de 43.6 e 138.9 mg/kg. A contagem de leucócitos totais, 

para a concentração de 138.9 mg/kg (T2), teve um aumento significativo de 30% em relação 

ao controle. A HCM e CHCM diminuíram significativamente nos grupos T1 e T2, quando 

comparados aos resultados obtidos no grupo controle e no grupo T3. As plaquetas 

aumentaram significativamente em T2 (34%), mas já foi possível observar um aumento 

intermediário em T1 (22%), quando comparados com os resultados do grupo controle. Os 

neutrófilos tiveram uma redução significativa em T1 (53%) e em T2 (24%) e um aumento 

significativo em T3 (43%). Os linfócitos sofreram aumento significativo de 92% e 62%, 

respectivamente para T1 e T2, quando comparados ao grupo controle. 

3.4. Resultados bioquímicos  

Os parâmetros bioquímicos avaliados nesse estudo, foram os marcadores de função 

hepática, função renal e proteínas totais circulantes (Tabela 3). Os valores de ALT não 

sofreram diferenças estatisticamente significativas. Embora os níveis de AST tenham 

aumentado em todos os grupos expostos à putrescina, os resultados só foram estatisticamente 

significativos para o grupo T1 (29%) e para o grupo T3 (82%). Os índices de ALP, 

aparentemente, diminuíram em todos os grupos tratados, sendo significativo em T1 e T3, 

quando comparados com o grupo controle. Dos marcadores de função renal, a creatinina se 

manteve inalterada e a ureia diminuiu significativamente em T3. O índice de proteínas totais 

não apresentou nenhuma alteração.  

 

1.1 Dosagem de glicemia, total cholesterol, HDL e Triglicérides 

Os níveis de glicemia, colesterol total, HDL e triglicérides foram avaliados em três 

períodos (15, 30 e 56 dias). Aos 15 dias de exposição, os níveis de colesterol total, HDL e 

triglicérides diminuíram significativamente, em relação ao grupo controle, apenas para o 

grupo T1. Para os 30 dias de exposição, os níveis de glicemia diminuíram significativamente 

em todos os grupos expostos. Ao final do experimento, os níveis de HDL diminuíram para os 

grupos T1 e T2 e os triglicerídeos aumentou para o grupo T1. Os demais resultados não 

apresentaram diferenças significativas (Tabela 4). 
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Tabela 2: Parâmetros hematológicos de ratos Wistar expostos a putrescina de forma oral por 56 dias concecutivos.  

Valores representados por média±desvio padrão (n= 6 animais por grupo). a - ANOVA 1 parâmetro (Teste de Tukey); b - Kruskal-wallis, pós teste de  Dunn's c- valores 

significativos em relação ao controle (diminuíram ou aumentaram em relação ao controle) d- significativo em relação a todos os grupos. Resultados foram considerados 

significativos para p<0.05. Os valores em % mostram a variação que foi encontrada nos diferentes grupos quando comparados ao grupo controle. VCM (volume corpuscular 

médio), HCM (Hemoglobina corpuscular média) e CHCM (Concentração de hemoglobina corpuscular média). 

 

 

 

 

 

 

 

Parâmetros 

 Hematológicos 
Controle (46.3 mg/Kg) (138.9 mg/kg) (231.5 mg/kg) Valores de P 

Hemácias(x106/mm3) b 6.39 ± 0.38 8.38 ± 0.76 c (31%) 8.61 ± 0.47 c (35%) 6.45 ± 0.61 0.0007 

Leu. Totais (x103/mm3) a 8.60 ± 1.46 10.13 ± 0.87 11.25 ± 0.97 c (30%) 9.37 ± 0.32 0.0203 

Hemoglobina (gr/dL) b 16.08 ± 0.75 15.56 ± 0.48 15.28 ± 0.26 16.33 ± 1.97 NS 

Hematocrito (%) b 48.03 ± 0.86 47.85 ± 1.15 48.44 ± 0.59 44.17 ± 4.80 NS 

VCM (fL) b 73.36 ± 5.38 67.18  ± 1,41 66.1 ± 1.52 75.15 ± 4.74 NS 

HCM (pg) a 25.10 ± 2.75 18.84 ± 2.94 c 17.67 ± 2.11 c 23.65 ± 1.91 0.0033 

CHCM (%) a 33.38 ± 2.63 24.03 ± 1.5 c 26.07 ± 1.95 c 33.23 ± 3.12 0.0001 

Plaquetas (x103/mm3) a 659.00 ± 69.18 805.00 ± 81.54 (22%) 885.67 ± 78.50 c (34%) 695.00 ± 62.23 0.0060 

Neutrofilos (x103/µL) a 53.60 ± 1.82 25.25 ± 6.02 c d (53%) 40.75 ± 7.89 c d (24%) 77.00 ± 4.24 c d (43%) 0.0001 

Eosinofilos (x103/µL) 0.67 ± 1.63 0 0 0 NS 

Linfócitos (x103/µL)a 36 ± 4.62 69.25 ± 7.25 c (92%) 58.5 ± 9.98 c (62%) 29.33 ± 17.90 0.0009 

Monocitos  (x103/µL)a 8 ± 5.06 7.25 ± 0.96 4.33 ± 3.51 8.50 ± 2.12 NS 

Basofilos (x103/µL) 0 0 0.2 ± 0.45 0 NS 
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Tabela 3: Efeitos da adminitração de putrescina por via oral em ratos Wistar expostos por 56 dias consecutivos.  

 
Valores representados em média±desvio padrão (n= 6 animais por grupo). Os resultados estatísticos foram determinados por ANOVA, pós teste de Tukey. c- valores 

significativos em relação ao controle; d- significativo em relação a todos os grupos. Resultado foram considerados significativos para p<0.05. Os valores em % mostram a 

variação encontrada nos diferentes grupos em relação ao grupo controle. ALT (alanina aminotransferase) AST (aspartato aminotasferase) e ALP (fosfatase alcalina). 

Parâmetros  

Bioquimicos 

 

Controle 

 

 

(46.3 mg/Kg) 

 

 

(138.9 mg/kg) 

 

 

(231.5 mg/kg) 

 

 

Valores de P 

 

ALT u/L 41.75±4.27 40.40±6.23 43.40±5.77 48.00±4.58 NS 

AST u/L 127.25±8.10 164.50±20.53 c (29%) 143.75±12.97 231.33±24.09 d (82%) 0.0413 

ALP u/L 92.25±10.14 78.20±21.67 c 80.40±7.30 73.00± .00 c 0.0084 

Creatinina mg/dL 0.80 ±0 0.72±0.04 0.75±0.12 0.73±0.06 NS 

Ureia mg/dL 43.25±2.63 45.0±2.55 44.50±3.15 36.00±3.00 d 0.0230 

Proteínas totais g/dL 6.32±0.13 6.28±0.40 6.36±0.15 6.10±0.95 NS 



Artigo 3_________________________________________________________________102 

 

 

 
Table 4: Avaliação dos efeitos da poliamina putrescina nos índices glicêmicos e colesterolêmicos  

Valores representados em média±desvio padrão (n=6 animais por grupo). CHOL (Colesterol), TRGL 

(Triglicerides). Os resultados estatísticos foram determinados por ANOVA, pós teste de tukey. *Resultados 

significativos para p<0,05.  

 

4. Discussão 

A substância putrescina é reconhecida pelas importantes funções fisiológicas que 

desempenha em diferentes células e em diferentes organismos (HOET; NOMERY, 2000; 

COBURN, 2009; PEGG, 2009; IGARASHI; KASHIWAGI, 2010), mas esta substância é 

também produzida durante o processo de putrefação dos organismos. Estudos desenvolvidos 

por Dent et al. (2004), Almeida e Macedo (2005), Costa Silva e Filho (2008), Oliveira et al. 

(2012) relatam a presença desta poliamina no necrochorume, o liquido produzido pela 

decomposição dos corpos nos cemitérios convencionais, e alertam sobre o potencial deste 

composto contaminar solo, águas superficiais e águas subterrâneas.  

De acordo com os resultados observados neste estudo, nos testes desenvolvidos com 

animais expostos às diferentes concentrações de putrescina, não foi possível estabelecer uma 

curva dose resposta, quando comparados ao grupo controle. Todas as concentrações testadas 

causaram algum tipo de alteração na homeostase dos animais, evidenciando a complexidade 

dos mecanismos de ação desta substância. Os dados obtidos no presente estudo, corroboram 

as citações de Coburn (2009). Este autor afirmou que muitas das relações que envolvem 

efeitos mediados pelas poliaminas, em diferentes cascatas de transdução de sinais, ainda são 

mal compreendidas, devido à complexidade de ativação dos diferentes sistemas de 

sinalização, que, muitas vezes, são difíceis de serem determinadas experimentalmente. 

As alterações fisiológicas relacionadas ao sistema respiratório (dificuldade de respirar, 

vocalização anormal (chiados) e secreção nos focinhos), observadas nos animais tratados com 
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a concentração de 138,9 mg/kg e, mais severamente, para os tratados com a concentração de 

231,5 mg/kg, podem estar relacionadas com a sensibilidade das células epiteliais dos alvéolos 

pulmonares à putrescina. De acordo com Hoet e Nemery (2000), os pneumócitos do tipo II são 

dotados de um sistema de captação de poliaminas mais complexo que outros tipos celulares, 

podendo induzir um acúmulo de putrescina no pulmão. O acúmulo de poliaminas naturais 

neste órgão têm sido relatado em várias espécies de mamíferos, como ratos, hamster, coelhos 

e humanos (OREFFO et al., 1991; SOKOL et al., 1992; JONES et al., 1992; HOET et al., 

1995; BABAL et al., 2000). Os estudos de Ghisalberti et al. (2016) também mostram que um 

aumento na biossíntese das poliaminas pode agravar doenças obstrutivas das vias aéreas, por 

meio da diminuição da síntese do óxido nítrico (NO), o que proporciona um efeito 

broncoconstritor.  

No presente estudo, foram avaliados índices hematológicos para estimar os possíveis 

efeitos da putrescina sobre as células do sangue, visto que avaliações hematológicas são 

eficientes ferramentas de análise sistêmica, do organismo (ARIKA et al., 2016). Nossos dados 

mostram que houve uma correlação entre os efeitos significativos de aumento no número de 

hemácias, com a diminuição dos índices de HCM and CHCM, observadas para as 

concentrações de 46,3 e 138,9 mg/kg. 

Arika et al. (2016) observaram que desordens renais e, principalmente, pulmonares, 

podem ocasionar, respectivamente, secreção inapropriada de eritropoietina e hipoxemia 

crônica. Como resultado, ocorre um aumento na produção de eritropoietina e disordens 

mieloproliferativas, o que pode ocasionar um aumento na atividade da medula ossea e, 

consequentemente, aumento na produção de células vermelhas. Os índices de HCM e CHCM 

são parâmetros utilizados para definir a concentração de hemoglobina no sangue e estão 

relacionados à capacidade de transporte de oxigênio. Níveis reduzidos destes parâmetros 

refletem a diminuição da oxigenação dos tecidos, apontando para uma hipóxia tecidual 

(MAHMOUND, 2013). Esses resultados hematológicos se correlacionam com os sinais 

clínicos dos animais expostos a diferentes concentrações de putrescina, o que permite inferir 

que as complicações no sistema respiratório afetam os parâmetros hematológicos relacionados 

às células vermelhas.  

Em relação as células brancas, foram observados aumento significativo no número de 

linfócitos, para as concentrações de 46.3 e 138.9 mg/kg. Estas células são consideradas bons 

marcadores de inflamação, assim o aumento no seu número pode estar associado a processos 

inflamatórios (CURBELO et al., 2017). Por outro lado, nossas análises mostram que, para as 

mesmas concentrações, houve uma redução no número de neutrófilos que, de acordo com 
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Arika et al., (2016), está associada a um efeito de toxicidade direta ocasionado pela substância 

testada.   

Ainda entre os marcadores hematológicos, as plaquetas apresentaram aumento 

significativo nos ratos expostos as concentrações de 46,3 e 138,9 mg/kg. Schmid et al. (2015) 

evidenciaram que o aumento das plaquetas é mediado pelo aumento da concentração 

citosólica de Ca2+. Estas células são extremamente sensíveis a qualquer alteração 

física/química no sangue, sendo capazes de responder, prontamente, a uma grande variedade 

de estímulos. Essas respostas rápidas visam minimizar os possíveis efeitos das perdas 

sanguíneas, o reconhecimento e ataque de partículas estranhas e à modulação de respostas 

inflamatórias (PAES LEME et al., 2006). As poliaminas são capazes de alterar potenciais de 

membrana e modificar as concentrações de cálcio circulantes, interferindo, desta forma, nos 

índices plaquetários (COBURN, 2009). 

Para obter informações detalhadas sobre a toxicidade da putrescina no fígado e no rim 

dos animais expostos, foram realizadas quantificações bioquímicas de marcadores de função 

renal e hepática. Para os marcadores de função renal não foram observadas alterações 

significativas. Entretanto, os marcadores hepáticos AST e ALP tiveram seus valores 

aumentados e diminuídos, respectivamente, para os ratos tratados com as concentrações de 

46.3 e 231.5. Ramaiah (2007) afirmam que a AST não é exclusiva dos hepatócitos, ela é 

observada em diferentes tecidos como músculo e glóbulos vermelhos, indicando que o 

aumento deste marcador não necessariamente significa injuria hepática. Além disso, a AST 

possui isoformas citosólicas e mitocondriais. Em ratazanas, 80% delas são mitocondriais, o 

que pode, com o aumento deste parâmetro, significar um comprometimento celular mais 

intenso. Os valores de ALP podem sofrer alterações devido à dieta e, desta forma, não se 

caracteriza como um marcador confiável de colestase hepática. De acordo com Ramaiah 

(2007) uma maior atividade de ALP é encontrada na mucosa intestinal de ratos se comparado 

ao fígado.  

Foram analisados os índices glicêmicos e colesterolêmicos nos períodos de 15, 30 e 56 

dias do experimento, a fim de entender os efeitos da putrescina sobre estes parâmetros. Nos 

primeiros 15 dias de exposição, foi observada uma diminuição nos níveis de colesterol total, 

HDL e triglicerídeos, para os indivíduos tratados com a concentração de 46,3 mg/kg. Aos 30 

dias de exposição, todas as concentrações apresentaram diminuição dos índices glicêmicos. 

Nas análises de 56 dias, os ratos expostos a concentração de 46,3 e 189,8 mg/kg apresentaram 

níveis de HDL diminuídos.  
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Nossos resultados corroboram os achados de Shelepov et al. (1990), que afirmaram 

que a administração intraperitoneal de 60 e 120 µmol/100g de putrescina induziu 

hipoglicemia e redução dos níveis de ácidos graxos não esterificados e de lipídios totais.  

Richelsen et al. (1989), estudaram os efeitos de 10 mM das poliaminas putrescina, 

espermina e espermidina em culturas de adipócitos isolados de ratos. Esses autores 

observaram que todas as poliaminas estudadas inibiram a lipólise, por meio da ativação de 

fosfodiesterases que hidrolisam o AMPc (adenosina monofostato policíclico). Desta forma, 

concluíram que as poliaminas podem estar envolvidas nos mecanismos fisiológicos de 

regulação dos triacilglicerídeos presentes nos adipócitos, podendo, assim, agir no 

metabolismo inicial de lipídeos.  

A redução dos índices glicêmicos, observada para todas as concentrações testadas com 

30 dias de exposição, pode estar relacionada com a similaridade de ação que as poliaminas 

espermina e espermidina tem com a glicose (LOCKWOOD et al., 1971; LOCKWOOD, 

EAST, 1974). Os estudos realizados por Pegg (2016) demonstraram que o aumento de 

putrescina pode induzir maior atividade enzimática da espermidina e da espermina sintase e, 

assim, promover o aumento da espermina e espermidina nas células. Frente aos relatos 

anteriores, podemos inferir que a exposição a putrescina, realizada em nosso estudo, pode ter 

induzido um aumento dessas duas outras poliaminas e refletido, diretamente, sobre os índices 

glicêmicos. Como estes resultados foram observados apenas para os testes de 30 dias de 

exposição, os organismos podem ter acionado mecanismos compensatórios, reguladores dos 

níveis de glicose circulante, o que pode ser comprovado pela normalização dos índices 

glicêmicos observados nos testes de 56 dias de exposição.  

De acordo com estas informações e com os resultados observados neste estudo é 

possível inferir que a putrescina provoca alterações nos índices colesterolêmicos, sendo capaz 

de induzir perturbações na ligação entre os carboidratos e o metabolismo de lipídios. Desta 

forma, podemos associar o discreto ganho de peso, observado nos animais expostos a maior 

concentração de putrescina, com as perturbações observadas no metabolismo de lipídios, 

embora os parâmetros bioquímicos não indiquem grandes alterações. Resultados semelhantes 

foram descritos por Til et al. (1997), em que os animais expostos a diferentes concentrações 

de poliaminas, dentre elas a putrescina, apresentaram afeitos adversos relacionados ao peso 

corporal. 

Em experimentos de toxicologia, a comparação entre o peso dos órgãos nos diferentes 

grupos de animais expostos e não expostos, tem sido considerado um importante indicador 

para avaliação dos efeitos das substâncias químicas no organismo (MICHAEL et al., 2007; 
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SELLERS et al., 2007; PIAO et al., 2013). Os estudos de Piao et al. (2013) mostram que a 

combinação entre os pesos absolutos e os pesos relativos (proporção entre peso do órgão/peso 

do corpo) proporcionam maior confiabilidade para a interpretação dos resultados. O uso do 

peso relativo permite a normalização de variações relacionadas às diferenças de pesos 

corporais dos animais tratados.  

No presente estudo, foram observadas alterações no peso dos órgãos nos diferentes 

grupos expostos a putrescina. O fígado e os rins apresentaram ganho de peso, tanto absoluto 

quanto relativo, para a menor concentração testada, enquanto que órgãos como a vesícula 

seminal, próstata ventral e baço tiveram seu peso diminuído para a maior concentração 

estudada. Os pulmões e as adrenais apresentaram aumento de peso nos animais expostos à 

maior concentração. Sellers et al. (2007) sugerem que alterações no peso do fígado e dos rins 

estão diretamente relacionadas às alterações provocadas pela exposição a substâncias testadas. 

Para o fígado, essa alteração pode estar associada à hipertrofia hepatocelular, provocada por 

indução de enzimas hepáticas e proliferação de peroxissomos. No rim, a alteração no peso 

está diretamente relacionada a toxicidade renal, que provoca hipertrofia tubular e nefropatias 

crônicas progressivas. Alterações nos pesos de órgão reprodutivos, como a próstata ventral e a 

vesícula seminal, estão associadas a efeitos decorrentes da modulação da sinalização 

androgênica e estrogênica, o que afeta, diretamente, as atividades reprodutivas. Alterações em 

órgãos endócrinos, como as adrenais, estão associadas à hipertrofia ou hiperplasia celular, 

decorrentes de estresse. É importante ressaltar que as alterações nos pesos dos órgãos são 

importantes parâmetros toxicológicos, mas, quando acompanhadas de avaliações 

histopatológicas, fornecem informações ainda mais detalhadas sobre os efeitos tóxicos das 

substâncias testadas (SELLERS et al., 2007).  

Os efeitos de substâncias testadas podem se dar de forma rápida ou, muitas vezes, de 

forma mais lenta, causando alterações na função e estrutura dos tecidos afetados. Desta forma, 

o monitoramento de marcadores hematológicos, bioquímicos e biométricos conferem 

importantes parâmetros de avaliação sobre os efeitos de substâncias tóxicas, fornecendo pistas 

relacionadas aos seus mecanismos de ação.  

 

5. Conclusão 

Em resumo, os resultados obtidos no presente estudo mostraram que a exposição 

crônica a concentrações, elaboradas com quantidades inferiores da DL50 de putrescina 

promoveram uma série de alterações nos parâmetros hematológicos, bioquímicos e nos pesos 

de diversos órgãos dos organismos. Ainda foi possível concluir que não existe um efeito dose-
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resposta para essa substância, pelo menos nas concentrações aqui testadas. Todas as 

concentrações testadas promoveram alterações em um conjunto de marcadores distintos, 

revelando a complexidade desta substância ao interagir com os componentes celulares. Estes 

resultados alertam quanto ao potencial tóxico da putrescina, mostrando a necessidade da 

realização de mais estudos com esse químico, para que se possam melhor avaliar o potencial 

dessa substância como contaminante ambiental.  
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Highlights 

 

 As poliaminas estão presentes em todas as células eucarióticas e desempenham atividades 

importantes nos processos celulares e fisiológicos. 

 O necrochorume produzido pela decomposição cadavérica é a principal causa de 

contaminação ambiental por cemitérios. 

 A putrescina é uma das moléculas constituintes do necrochorume. 

 A exposição continua a 46,3 mg/kg de putrescina causou danos constantes e progressivo 

no material genético de ratos Wistar. 

 A concentração de 46,3 mg/kg induziu aumento na frequência de EPCMNs em medula 

óssea de ratos Wistar, certificando potencial mutagênico. 

  

Resumo 

 

A principal causa da poluição ambiental proporcionada pelos cemitérios é o líquido produzido 

pela decomposição cadavérica. Esse líquido é conhecido como necrochorume e é composto 

por água, sais minerais e substância orgânicas complexas, dentre as quais a poliamina 

putrescina. Como praticamente não existem informações sobre o potencial desta substância 

como contaminante ambiental, este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial 

genotóxico da putrescina. Para tanto, ratos Wistar foram expostos por 56 dias consecutivos às 

concentrações de 46,3, 138,9 e 231,5 mg/kg, referentes, a 10%, 30% e 50 % da DL50 de 

putrescina. O efeito genotóxico da substância foi avaliado por meio do ensaio do cometa em 

células de sangue periférico de ratos, em 15, 30 e 56 dias de exposição. O efeito mutagênico 

foi avaliado pelo teste de micronúcleo em medula óssea no final do experimento (56 dias). Os 

resultados demonstraram que todas as concentrações testadas tiveram efeitos sobre os ratos, 

mas a concentração de 46,3 mg/kg foi a mais genotóxica para todos os períodos testados. A 
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menor concentração também induziu aumento de células micronúcleadas na medula óssea, 

indicando que a putrescina é capaz de causar instabilidade genética nos animais. 

 
 

Palavras-chave: ensaio do cometa; teste de micronúcleo; interação com DNA; efeito 

genotóxicos; potencial mutagênico 

 

 

1. Introdução  

Diferentes fontes de contaminação agridem constantemente o meio ambiente. Dentre 

estas fontes, os cemitérios, que foram por muito tempo negligenciados quanto ao seu 

potencial poluidor, merecem hoje destaque, principalmente, quanto a sua potencialidade de 

contaminar águas subterrâneas (PACHECO et al., 1991). A principal causa de contaminação 

ambiental pelos cemitérios é o líquido liberado intermitentemente durante o processo de 

putrefação dos cadáveres, denominado de necrochurume (COSTA SILVA; FILHO, 2008). 

Oliveira et al. (2012) e Fineza (2008) afirmam que, devido a viscosidade e densidade do 

necrochorume em relação a água, as plumas de contaminação se espalham lentamente em 

direção ao gradiente hidráulico, atingindo grandes distâncias e contaminando, além do solo e 

aguas superficiais, os lençóis freáticos e aquíferos. O necrochorume é constituído por 60% de 

água, 30% de minerais e 10% de substâncias orgânicas complexas, dentre elas a poliamina 

putrescina (OLIVEIRA et al., 2013).  

A decomposição cadavérica se inicia pelo processo de autólise seguido de putrefação 

e, é nesta fase, que os tecidos moles sofrem decomposição por bactérias e enzimas e se 

transformam em gases, líquidos e sais minerais (DENT et al., 2004). Dentre as substâncias 

que são produzidas pela decomposição cadavérica, uma das que mais se destacam quanto as 

suas funções biológicas é a putrescina.  

A putrescina (1,4 diaminobutano) é uma poliamina, muito importante nos processos 

fisiológicos, por se tratar de uma molécula precursora para outras duas poliaminas, a 

espermidina e espermina, ambas muito importantes nos processos de proliferação celular 

(PEGG, 2009; MICHAEL, 2016). Thomas e Thomas (2001) e Nowotarski et al. (2013) 

afirmam que as poliaminas têm papel importante no crescimento e diferenciação celular, além 

de destacada ação no controle de processos apoptóticos. Em quantidades fisiológicas, elas 

regulam a replicação do DNA e a transcrição do RNA (IGARASHI; KASHIWAGI, 2000; 

WALLACE et al., 2003), estabilizam membranas e agem como mensageiros intracelulares 

(GUGLIUCCI, 2004). Porém, os trabalhos de Moinard et al. (2005) e Bach et al. (2012) 

trazem que altas concentrações de poliaminas podem ser tóxicas, sendo capazes de induzir 
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morte celular por mecanismos oxidativos. Battaglia et al. (2013) descreve que o catabolismo 

das poliaminas produz peroxido de hidrogênio (H2O2), substância esta que é capaz de 

danificar o DNA e outros componentes celulares. Por esse motivo, os níveis intracelulares de 

poliaminas são controlados por vias metabólicas altamente reguladas. Contudo, esses 

mecanismos são muito sensíveis e podem ser alterados tanto por variações ambientais como 

por estresse orgânico.  

O aumento nos níveis de poliaminas está fortemente ligado ao aparecimento de 

neoplasias (CASERO; MARTON, 2007). Gerner e Meyskens (2004) relatam que existem 

evidências de que a putrescina exerça papel importante na promoção da transformação 

maligna. De acordo com estes autores, células de câncer colorretal apresentam níveis maiores 

de poliaminas que os tecidos adjacentes ou que o tecido normal equivalente, destacando a 

possível importância da putrescina exógena no seu desenvolvimento. 

Os estudos de genotoxicidade de xenobióticos trazem informações importantes, quanto 

às diferentes sensibilidades do material genético dos organismos, dentre eles o do homem, a 

um dado poluente (DEARFIELD, 2002). Esses efeitos podem ser dependentes de 

características como concentração da substância, natureza química e condições ambientais. 

Também é importante ressaltar que exposições crônicas a baixas doses de uma substância 

com potencial acumulativo, pode induzir danos no material genético do organismo exposto 

(BENACHOUR et al., 2007; ZHAO et al., 2009). Os efeitos genotóxicos podem ser 

transitórios, ou seja, são susceptíveis de reparo, diferentemente dos mutagênicos, que se 

caracterizam em alterações permanentes no conteúdo ou na estrutura do material genético de 

um organismo (DEARFIELD et al., 2002). 

A avaliação da genotoxicidade por métodos in vivo geralmente é realizada pela 

associação do ensaio do cometa com o teste de micronúcleo em medula óssea, por esses 

ensaios serem considerados endpoints complementares e eficientes na determinação dos 

efeitos toxicogenéticos de substâncias químicas (RECIO et al., 2010; VAZQUES, 2010; 

ROTHFUSS et al., 2011). Embora os estudos in vitro sejam importantes para caracterizar a 

toxicidade de uma substância, Rothfuss et al. (2011) destacam que os estudos in vivo são 

essenciais para estimar os riscos reais de uma substância. As condições que ocorrem in vivo, 

em termos de exposição e metabolismo, são mais aplicáveis aos seres humanos do que as 

condições avaliadas em testes desenvolvidos com culturas de células. 

Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar os possíveis efeitos 

toxicogenéticos da putrescina, por meio do ensaio de cometa realizado com células 

sanguíneas e por meio do teste do micronúcleo, em células de medula óssea de ratos Wistar. 
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Os resultados dessa avaliação poderão contribuir com informações relevantes quanto ao 

potencial poluidor do necrochorume, mais especificamente o da putrescina. Esses resultados 

poderão servir de base para avaliações de outros parâmetros genéticos, que possam 

caracterizar os reais perigos da contaminação promovida por cemitérios; contribuir com as 

ações dos órgãos gestores de meio ambiente, quanto às decisões de liberação de novas áreas 

para implantação de cemitérios ou de monitoramentos de cemitérios já instalados; diminuir 

impactos ao meio ambiente e, assim, melhorar a saúde pública.  

 

2. Material e Métodos 

2.1 Delineamento experimental 

Este estudo foi aprovado pelo comitê de ética em pesquisa animal da FHO-

UNIARARAS (Protocol nº 024/2013) e conduzido de acordo com as diretrizes éticas do 

Comitê de ética em pesquisa animal brasileiro (COBEA). O experimento foi realizado no 

centro de experimentação animal da Fundação Hermínio Ometto (FHO-UNIARARAS), onde 

25 ratos Wistar machos adultos, com 120 dias de idade, foram mantidos em temperatura 

controlada (25° C), umidade do ar de 60% e ciclos claro/escuro de 12 horas, recebendo água e 

ração purina ad libitum durante todo o período experimental. Os animais foram divididos em 

cinco grupos de cinco animais cada. O grupo controle (Co) recebeu apenas água filtrada; o 

grupo controle positivo (Pc) recebeu água filtrada e, na véspera da eutanásia, uma dose de 

metanossulfonato de metila (MMS); e os três grupos experimentais T1, T2 e T3 receberam, 

em cada um dos tratamentos, uma concentração de putrescina em solução aquosa. 

 

2.2 Administração dos tratamentos  

Foram selecionadas e testadas três diferentes concentrações da poliamina putrescina 

(1,4-Diaminobutano, peso molecular 88,15 g/mol, CAS-No: 110.60.1 - Sigma-Aldrich, com 

pureza de 99,0%), definidas a partir da DL50 oral para ratazanas de 463 mg/kg: 10 % da DL50 

(T1- 46,3 mg/kg), 30% (T2- 138,9 mg/kg) e 50% (T3- 231,5 mg/kg). Para o teste de 

micronúcleo, o controle positivo utilizado foi o metanossulfonato de metila (MMS - Sigma, 

St. Louis, MA, USA), na concentração de 20 mg/kg, aplicado 24 h antes da eutanásia 

(KURIYAMA et al., 2005). Os animais utilizados no estudo apresentavam-se com peso 

corpóreo em torno de 300-350 mg.  O volume das substâncias testadas (putrescina e MMS) 

foi administrado de acordo com o peso corpóreo de cada animal. A substância foi 

administrada via gavage, por um período de 56 dias consecutivos.  
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2.3 Coleta das amostras 

Amostras de sangue foram obtidas por meio de punção caudal (15 e 30 dias) e por 

punção cardíaca (56 dias), com uma seringa de 5 mL. Para a punção cardíaca, os animais 

foram anestesiados com solução de Xilazina (Rompun® - Bayer S.A. – 20 mg/mL) e 

Cetamina (Ketalar® - Parke, Davis & Co.- 50 mg/mL), submetidos a labarotomia medial e 

expansão da cavidade torácica, para expor o coração para a realização da coleta. Na 

sequência, os animais foram dissecados, para a retirada do fêmur e obtenção de células da 

medula óssea, a serem usadas no teste de micronúcleo. Imediatamente após a coleta, o sangue 

foi utilizado no preparo das lâminas do ensaio do cometa. 

  

2.4 Ensaio do cometa  

O ensaio do cometa foi realizado de acordo com Singh et al. (1988) e Tice et al. 

(2000), seguido de algumas modificações. Alíquotas de 40 µL de cada amostra sanguínea 

foram misturadas a 240 µL de agarose de baixo ponto de fusão (low melting point - LMP -  

37º C). As suspensões sanguíneas foram aplicadas sobre lâminas previamente preparadas com 

agarose normal (normal melting point - NMP) e recobertas com lamínulas, para posterior 

refrigeração à 4º C por 20 minutos. As lamínulas foram retiradas e as lâminas imersas em 

solução de lise (2,5 M de NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM de Tris, 1% de Triton X-100, 10% 

DMSO, pH 10), por 1 hora a 4 ° C, no escuro. As lâminas foram colocadas horizontalmente, 

lado a lado em uma cuba de eletroforese, onde foi adicionado, cuidadosamente, uma solução 

tampão (NaOH 300 mM, EDTA 1 mM, com pH>13) até cobrir as lâminas, por 20 minutos, 

para a desnaturação do DNA. A corrida eletroforética foi realizada sobre refrigeração por 20 

minutos a 39 V e 300 mA. Em seguida, as lâminas foram neutralizadas por 15 minutos em 

tampão de neutralização (0,4 M de tris-HCL, pH 7,2) e fixadas por 10 mim em etanol 

absoluto. As lâminas foram coradas com GelRed® (15 μL de GelRed 10.000X em água, 5 mL 

de NaCl a 1M, e 45 mL de água destilada) e analisadas em microscópio de fluorescência 

Olympus BX60 (excitação: i= 420-490 nM, barreira: I=520 nM) em objetiva de 40x. Foram 

analisados 100 nucleóides por lâminas, duas laminas por animal. Os nucleóides foram 

classificados visualmente de acordo a migração dos fragmentos em: classe 0 - nucleóides sem 

dano; (classe 1) – nucleóide ligeiramente danificado; classe 2 - nucleóide com danos médios; 

classe 3 - nucleóide altamente danificado e classe 4 - nucleóide com todo DNA na calda e 

uma pequena cabeça (COLLINS et al., 1997) (Figura 1). 

Os resultados foram apresentados de acordo com a frequência de danos avaliada em 

cada uma das classes de cometa, em número total de células danificadas e em Índice de Danos 
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por grupo (DI) (BRANCO et al., 2015), calculado por meio da seguinte equação:  DI = 

NC0x0 + NC1x1 + NC2x2 + NC3x3 +NC4x4, onde NC é o número de nucleóides observados 

em cada classe. 

 

 

 

 

Figura 1: Nucleóides exemplificados de acordo com a proposta de Collins et al. (1997) A: 

classe 0; B: classe 1; C: classe 2; D: classe 3; E Classe 4. 

 

2.5 Teste do Micronúcleo em medula óssea  

A técnica utilizada para o estudo de MN em células de medula óssea foi descrita por 

Schimid (1975), e realizada de acordo com a OEDC (2016). O fêmur dos animais foi 

dissecado e as epífises foram seccionadas. O Canal medular foi lavado com 1 mL de soro fetal 

bovino (FBS) (CULTILAB), para retirada completa do conteúdo medular. As amostras de 

medula foram centrifugadas a 1000 RPMs por 5 minutos. Em seguida o sobrenadante foi 

descartado e o pellet homogeneizado em 1 mL de FBS novo. Uma gota da suspensão celular 

foi depositada sobre uma lâmina e realizada a distensão do material medular (MAISTRO, 

2014; CAMPOS-PEREIRA et al., 2017). As distensões celulares foram colocadas em estufa a 

37° C, por aproximadamente 2 horas e, em seguida, fixadas por flambagem em chama de 

lamparina. As células foram coradas com solução de Wright e Giemsa´s. As lâminas foram 

codificadas e analisadas em teste cego, ao microscópio de luz, na objetiva de imersão (100x). 

Para determinar o potencial clastogênico/aneugênico da putrescina, foram contabilizados 

4000 eritrócitos policromáticos (EPCs) por animal e quantificados os que apresentavam 

micronúcleos (EPCMNs). Para a avaliação do efeito citotóxico da substância, foi calculada a 

razão EPC/ENC (eritrócitos normocromáticos), contabilizados em 500 eritrócitos de animal 

(GOLLAPUDI; MCFADDEN, 1995). A substância testada pode ser considerada mutagênica 

quando induz aumento significativo (p<0,05) na frequência de eritrócitos policromáticos 

micronúcleados, em relação ao controle negativo (MANSOUR et al., 2008; CAMPOS-

PEREIRA et al., 2012).  

 

1.2 Estatistica 
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Todos os resultados foram expressos em Média ± Desvio Padrão (SD). A comparação 

dos resultados foi realizada de acordo com o teste de normalidade Shapiro-Wilk. Como os 

resultados do cometa apresentaram distribuição normal, foi aplicado o teste ANOVA, pós 

teste de Tukey. Os dados de frequência de MN e a relação EPC/ENC não apresentaram 

distribuição normal sendo, por esta razão, utilizado o teste não paramétrico Kruskal-Wallis e 

Dunn's multiple comparisons test. Todos os dados foram analisados pelo programa Graphpad 

Prism 6.0, considerando a significância para p<0,05. 

 

2. Resultados 

2.1 Ensaio do Cometa 

O potencial genotóxico da putrescina foi avaliado em células sanguíneas de sangue 

periférico, cujas amostras foram coletadas por punção na veia caudal, para os ensaios de 15 e 

30 dias, e cardíaca, para o ensaio de 56 dias. O efeito genotóxico desta substância foi 

observado nos três tempos avaliados e os resultados da frequência de danos e da quantidade 

total de células com danos estão apresentados na tabela 1. A concentração de 46.3 mg/kg 

apresentou potencial genotóxico para os três períodos avaliados. As demais concentrações 

(138,9 e 231,5 mg/kg) foram genotóxicas apenas para o período de 56 dias de exposição. 

Estes resultados sugerem que a exposição contínua à putrescina aumenta os efeitos 

genotóxicos induzidos por essa substância nos animais expostos. Os resultados dos índices de 

dano no DNA estão apresentados na figura 2. 

O valor do índice de danos obtido pela concentração de 43,6 mg/kg em 56 dias de 

exposição foi maior inclusive que o obtido pelo controle positivo (MMS). Uma das 

possibilidades é que o MMS foi administrado apenas por 24 horas e a putrescina administrada 

de maneira crônica, por 56 dias, intensificando, desta maneira, o possível efeito sobre o 

material genético dos animais. 

 

2.2 Teste do Micronúcleo em medula óssea de roedores 

Os efeitos clastogênicos e aneugênicos da putrescina foram analisados pelo teste do 

micronúcleo (formação de eritrócitos policromáticos micronúcleados na medula óssea dos 

animais expostos). O número de EPCMNs aumentou significativamente no grupo exposto a 

menor concentração testada (46,3 mg/kg = T1). Esses resultados demonstram que a putrescina 

pode induzir instabilidade genética nos animais expostos, mesmo em baixas concentrações.  

Em relação a frequência de EPC/ENC, não foi observada nenhuma alteração 

significativa, indicando que não houve um efeito citotóxico para os eritrócitos (Tabela 2).
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Tabela 1: Genotoxicidade da putrescina para sangue periférico de ratos Wistar, avaliada por meio do ensaio do cometa. 

 

Dias de 

exposição 

Concentrações de 

putrescina 

Frequência de células em cada classe de cometa (Média ± DP) Total de 

células com 

danos1 
Classe 0 Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4 

15 dias 

Co 51.80±3.37 44.60±3.98 3.20±1.47 0.20±0.4 0 48.00±3.35 

46.3 mg/kg 40.80±2.79 28.60±1.02 26.80±1.33 3.60±1.36 0.40±0.49 59.40±2.87* 

138.9 mg/kg 59.20±3.31 30.80±2.48 7.40±1.50 2.60±0.8 0 40.80±3.31 

231.5 mg/kg 60.60±2.42 30.40±2.33 6.60±1.62 2.00±0.63 0 39.00±2.61 

30 dias 

Co 48.80±7.46 45.00±5.39 5.80±3.49 0.20±0.45 0 51.00±6,32 

46.3 mg/kg 30.60±8.94 25.20±8.47 24.80±4.75 18.60±8.16 2.00±1.90 70.60±8,24* 

138.9 mg/kg 55.40±6.12 29.00±2.83 12.40±3.50 4.00±1.90 0 45.40±6.56 

231.5 mg/kg 61.40±4.45 29.80±5.93 6.40±2.4 2.40±2.19 0 38.60±4.45 

56 dias 

Co 86.66±3.72 9.83±4.54 2.83±1.47 1±1.55 0 11.60±4,27 

46.3 mg/kg 26.33±3.58 10.50±7.29 21.50±7.96 40.33±9.43 1.83±1.99 75.40±3.47a 

138.9 mg/kg 69.83±5.82 18.33±4.85 9.83±4.41 2.67±2.27 0.17±0.32 28.80±5.98a 

231.5 mg/kg 70.17±6.68 17.17±4.54 8.50±2.17 3.33±4.46 0.50±1.22 29.50±7.97a 

Controle Positivo2 23.10±6.12 42.30±6.90 18.60±3.60 14.40±3.72 1.70±1.25 77.00±6.45* 
 

1-Total de células com danos (Classe 1+2+3+4). 2- Controle positivo foi realizado com MMS, exposto por 24 horas antecedentes a eutanásia. a- p < 0.0001; * p<0.05.   
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Figura 2: Indices de danos no DNA de células sanguíneas de ratos Wistar avaliados durante os 

periodos de 15, 30 e 56 dias de exposição. Os indices foram calculados pela formula NC0x0 + NC1x1 

+ NC2x2 + NC3x3 +NC4x4 = ID onde NC é o número de nucleóides observados em cada classe. 

 

Table 2: Número de eritrócitos policromáticos micronúcleados (PCE-MN), observados em células de 

medula óssea de ratos Wistar (R) tratados com diferentes concentrações de putrescina. 
 

 
Foram analisadas 4000 EPC por animal. Valores representados por média ± Desvio padrão. (n= 5 animais por 

grupo). Valores estatísticos determinados pelo teste Kruskal Wallis. *Resultados significativos para p<0.05. DP: 

Desvio Padrão; MMS: Metanossulfonato de metila (20 mg/kg).  
 

3. Discussão 

A putrescina é uma poliamina que desempenha importantes funções fisiológicas em 

diferentes células e em diferentes organismos (BATTAGLIA et al., 2013; PARK; 

IGARASHI, 2013; PEGG, 2016). Esta poliamina é produzida pela descarboxilação do 

aminoácido ornitina, constituindo um dos subprodutos do necrochorume, liquido produzido 

pela decomposição cadavérica. A putrescina, juntamente com a cadaverina, apresenta um alto 

potencial de contaminação ambiental, proporcionado pelas atividades orgânicas inerentes aos 

cemitérios (DENT et al., 2004; COSTA SILVA; FILHO, 2008; OLIVEIRA et al., 2013; 

CAMPOS-PEREIRA et al., 2016). No entanto, as informações sobre os efeitos dessa 

Concentrações 

de putrescina 

Número de EPCMN por animal   EPCMN 

Média±DP 

  EPC/ENC 

Média±DP 
R1 R2 R3 R4 R5     

Co 6 7 3 6 7   5.80±1.64  1.20±0.08 

MMS 34 27 24 35 37 
 

31.40±5.59*  1.24±0.11 

46.3 mg/Kg 14 13 15 13 17 
 

14.40±1.67*  1.31±0.15 

138.9 mg/Kg 8 14 8 10 11 
 

10.20±2.49  1.18±0.03 

251.5 mg/Kg 10 10 12 9 11   10.40±1.14  1.30±0.06 
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substância como contaminante ambiental são restritas, pois não é conhecido, por exemplo, 

quanto a poliamina está biodisponivel durante o processo de percolação do necrochorume no 

solo e nem o quanto dela pode atingir as águas subterrâneas. Diante disso, o presente trabalho 

avaliou, por meio de exposição crônica de ratos wistar a diferentes concentrações de 

putrescina, quais os possíveis efeitos toxicogenéticos desta poliamina sobre as células de 

sangue periférico e de medula óssea dos organismos. 

O uso de biomarcadores de genotoxicidade permitem detectar sinais precoces da ação 

de xenobióticos em diferentes organismos. O ensaio do cometa e o teste de micronúcleo são 

os ensaios biológicos mais frequentemente selecionados para estudos in vivo e in vitro. Esses 

ensaios, considerados de alta sensibilidade e de baixo custo, permitem avaliar as possíveis 

alterações que uma determinada substância possa promover no material genético dos 

organismos. Assim, a abordagem conjunta destes dois biomarcadores de genotoxicidade 

garantem uma maior fidelidade dos resultados e, consequentemente, um melhor conhecimento 

da ação biológica da substância estudada (SEVERI-AGUIAR et al., 2013; SCHAUMBURG 

et al., 2016).  

No presente trabalho, o ensaio do cometa foi realizado com leucócitos de sangue 

coletado por punção na veia caudal (coletas de 15 e 30 dias) e por punção cardíaca (coleta de 

50 dias), expostos a três diferentes concentrações de putrescina (43,6; 138,9 e 231,5 mg/kg). 

A concentração de 43,6 mg/kg foi genotóxica para os três períodos avaliados. As 

concentrações de 138,9 e 231,5 mg/kg se mostraram genotóxicas, apenas para os testes de 56 

dias de exposição (figura 2).  

Estes resultados alertam para o perigo de contaminações com essa substância, uma vez 

que em baixas concentrações, ela já pode induzir efeitos danosos tanto à biota local como ao 

homem, principalmente àqueles expostos ocupacionalmente a solos ou a águas contaminadas 

com essa substância. Como o necrochorume tem produção intermitente em áreas de 

cemitérios, a putrescina pode representar uma fonte contínua de contaminação para o 

ambiente, com consequências danosas para a saúde ambiental. Ainda de acordo com os 

resultados obtidos, a menor concentração avaliada apresentou um efeito crescente no índice 

de dano no DNA, em relação ao tempo de exposição, demonstrando que a exposição contínua 

a essa substância pode intensificar seus efeitos genotóxicos.   

As poliaminas têm grande importância para a manutenção, crescimento e função das 

células, atividades que estão relacionada a um amplo complexo de sistemas de transporte, 

absorção, síntese e catálise das células de mamíferos (HUANG et al., 2005). Pegg (2013) 

afirmam que quantidades elevadas de poliaminas ativam mecanismos de catabolismo celular, 
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capazes de gerar uma excessiva produção de peróxido de hidrogênio (H2O2) e de aldeídos 

reativos, sendo esses últimos derivados do metabolismo de aminoácidos, carboidratos, 

lipídios e aminas biogênicas. Os aldeídos estão envolvidos com um amplo espectro de 

processos bioquímicos, fisiológicos e farmacológicos naturais da célula. Contudo, 

Voulgaridou et al. (2011) afirmam que os aldeídos também podem estar envolvidos em 

processos de peroxidação lipídica, decorrentes, principalmente, da produção de 

malondialdeido (MDA). O MDA é um composto capaz de danificar as moléculas de DNA, 

tanto por formação de adutos exocíclicos como por adição de grupos aminas entre as bases do 

DNA (CADET et al., 2010). Essa informação é reforçada pelos relatos de Silerme et al. 

(2014) de que a formação de adutos no DNA podem estar relacionads com a adição de grupos 

aminos primários das poliaminas na posição C8 do radical guanina. Essas afirmações são 

corroboradas por Hidalgo e Zamora (2000), que afirmam que é possível estabelecer uma 

correlação entre aumento dos níveis de MDA e potencial genotóxicos de uma substância.  

Ainda quanto à possibilidade das poliaminas induzirem efeitos toxicigenéticos, em 

células de mamíferos, Saminathan et al. (2002) e Huang et al., (2005) relatam que as 

poliaminas (putrescina, espermina e espermidina) são moléculas carregadas positivamente e 

que, em condições fisiológicas ideais (concentração iônica e pH), podem se associar, por 

interações eletrostáticas, com macromoléculas que apresentem carga negativa, como DNA e 

RNA. Todos esses dados de literatura corroboram os resultados do ensaio do cometa realizado 

no presente estudo, que mostram que a putrescina apresenta um alto potencial genotóxico 

tempo de exposição dependente, mesmo em baixas concentrações, que pode ser decorrente da 

sua possível degradação em substâncias altamente reativas com as macromoléculas 

biológicas, como o DNA. 

Uma outra contribuição deste trabalho foi a investigação in vivo do efeito 

aneugênico/clastogênico da poliamina putrescina, pelo teste do micronúcleo. Esse teste tem 

sido amplamente usado na avaliação do potencial genotóxico de substâncias, tanto em teste in 

vitro como in vivo, sendo que os testes in vivo são os que oferecem maiores informações sobre 

as condições experimentais, tais como o metabolismo, a farmacocinética, e a eficiência dos 

mecanismos de reparo da molécula do DNA (KRISHNA; HAYASHI, 2000; MAISTRO, 

2014). 

 Os micronúcleos podem ser induzidos por vários fatores, como estresse oxidativo, 

defeitos nos checkpoints do ciclo celular e/ou nos genes de reparo do DNA, deficiência 

nutricional requerida como co-fatores do metabolismo do DNA e na maquinaria da 

segregação cromossômica (BONASSI et al., 2006). 
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Pelo ensaio do micronúcleo, foi observado um aumento significativo no número de 

EPCMNs nos animais expostos a concentração de 46,3 mg/kg. Estes dados corroboram os 

resultados do ensaio do cometa já apresentados, onde esta mesma concentração também 

apresentou um maior potencial genotóxicos para as células de sangue de ratos Wistar. Foi 

também observada a formação de micronúcleos pela putrescina em experimentos in vitro 

desenvolvidos por Campos-Pereira et al. (2016) com cultura de células HepG2. As células 

desta cultura foram expostas por um período de 24 horas às mesmas concentrações deste 

trabalho. Os autores observaram que, em todas as concentrações testadas, houve um aumento 

significativo no número de micronúcleos. Foram também observados, neste estudo, efeitos 

genotóxicos da putrescina para o organismo teste Allium cepa. Estes testes mostraram que 

houve um aumento no número de aberrações cromossômicas, principalmente aderências 

cromossômicas quando as radículas desta planta foram expostas a concentração de 23 mg/ml 

(CAMPOS- PEREIRA et al., 2015). 

De acordo com as informações apresentadas, foi possível propor um mecanismo de 

ação da putrescina sobre o material genético, conforme proposto a seguir: A exposição à 

putrescina fez com que os níveis intracelulares de poliaminas aumentassem. Esse processo 

ativou as vias de catabolismo que controlam a homeostase celular, para reduzir os níveis 

dessas substâncias dentro das células. Os processos catabólicos promoveram um aumento do 

estresse oxidativos, caracterizado pelo aumento de produção de radicais livres, substâncias 

que têm o material genético como um de seus principais alvos.  

Desta forma, podemos inferir que os danos observados no material genético dos 

animais testados foram provocados pela indução de estresse oxidativo, decorrentes da ação de 

subprodutos derivados da degradação da putrescina, que incorreram em peroxidação lipídica. 

Outro mecanismo de ação pode ter sido desencadeado pela própria putrescina, devido a sua 

capacidade de se ligar à molécula de DNA e formar adutos que levam a quebras desta 

molécula.  

 

4. Conclusão 

Os danos genotóxicos e mutagênicos ocasionado pela exposição dos ratos à menor 

concentração de putrescina foram maiores que os induzidos pelas concentrações mais altas 

aqui testadas. Também foi observado que exposições contínuas à putrescina, mesmo em 

baixas concentrações, podem levar a maiores danos na molécula de DNA do organismo 

exposto, dados estes que alertam para o potencial genotóxico da substância.  
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Os danos promovidos pela putrescina podem ser decorrentes da capacidade tanto da 

substância como dos subprodutos de sua degradação interagirem com a molécula de DNA.  

Esses resultados alertam para a preocupação de possíveis contaminações ambientais 

por essa substância, principalmente em ambientes de cemitério, uma vez que esse químico, 

nestes locais, pode ser liberado de forma contínua e em baixas concentrações.  

No entanto, para avaliar corretamente os riscos ambientais, é necessário determinar, 

com precisão, os produtos de decomposição desta substância (tanto em termos da quantidade 

como da resistência dos poluentes), nas mais variadas malhas e condições ambientais. 
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Highlights 

 

 A putrescina é uma poliamina que desempenha importantes funções fisiológicas nos 

organismos. 

 A exposição a putrescina induziu uma diminuição na produção diária de espermatozoides 

em ratos Wistar. 

 A expressão de enzimas da via da esteroidogênese foram diminuídas nos ratos expostos a 

putrescina  

 A Putrescina induziu estresse oxidativo em testículos e epidídimos de ratos Wistar. 

  
 

Resumo 

 

O aumento na incidência de casos de infertilidade, anormalidades estruturais no 

aparelho reprodutor masculino, diminuição da qualidade espermática e aumento na incidência 

de câncer testicular, podem estar relacionados com o aumento de substâncias químicas com 

atividade endócrinas presentes no ambiente. Os cemitérios são fontes de contaminação 

ambiental de solos, águas superficiais e subterrâneas, que podem ter efeito sobre a biota local 

do ambiente contaminado e também sobre o homem. Essa contaminação é dada por um 

líquido produzido pela decomposição cadavérica, constituído de substâncias complexas, como 

a poliamina putrescina, que desempenha importantes funções fisiológicas nos organismos. 

Essa pesquisa monitorou os efeitos da putrescina sobre a função reprodutiva de ratos Wistar. 

Foram realizados ensaios com ratos adultos, divididos em três grupos experimentais (T1 = 

46,3 mg/kg, T2 = 138,9 mg/kg e T3= 231,5 mg/kg), expostos por 56 dias consecutivos à 
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putrescina. Foram realizadas contagens espermáticas, avaliação da expressão de proteínas 

envolvidas na via da esteroidogênese, ensaios para avaliação de indução de estresse oxidativo 

e análises morfológicas dos testículos dos animais. A putrescina influenciou negativamente na 

produção espermática e na expressão das proteínas CYP11A1, 17ß-HSD e StAR. Induziu 

estresse oxidativo e causou alterações morfológicas nos epidídimos e testículos. Esses 

resultados demostram que a putrescina pode interferir sobre vários parâmetros reprodutivos e 

alertam para a importância desta substância como um perigoso contaminante ambiental. 

 

Palavras-chaves: morfometria, contagem espermática, esteroidogênese, estresse oxidativo. 

 

1. Introdução  

A exposição dos seres vivos a uma grande variedade de poluentes ambientais tem sido, 

atualmente, uma das maiores preocupações cientificas (MANFO et al., 2014). A Organização 

mundial da saúde (OMS) estima que cerca de 25% das doenças que acometem hoje a 

população humana está associada à exposição prolongada a contaminantes ambientais (WHO, 

2016).  

O sistema reprodutor masculino é altamente sensível aos xenobióticos. Essas 

substâncias podem atuar por vários mecanismos e em várias vias dos sistemas biológicos, 

como os sistemas reprodutivos, onde podem acarretar vários distúrbios, dentre eles a 

infertilidade. A espermatogênese, que é um processo contínuo de divisão e diferenciação 

celular, também pode ser afetada por agentes químicos, cuja consequência pode ser a baixa 

produção espermática e alterações morfológicas nos espermatozóides, alterações que podem 

culminar em infertilidade ou fertilidade diminuída. Por esse motivo, as contaminações 

ambientais tem sido motivo de muita preocupação nas últimas décadas (HAUSER; SOKOL, 

2008; BONDE, 2010; WONG; CHENG, 2011; VECOLI et al., 2016). 

Evidências científicas sugerem que uma resposta comum à exposição a tóxicos 

ambientais é a indução de estresse oxidativo nos testículos, efeito já observado em ≤80% dos 

homens inférteis clinicamente comprovados. (WONG; CHENG, 2011). A infertilidade não é 

apenas uma questão de saúde pública, mas também um problema social. Os crescentes índices 

de degradação do meio ambiente afetando as questões reprodutivas desencadeariam muitos 

prejuízos sociais, como a escassez de mão-de-obra refletindo numa sobrecarga da sociedade 

(DENG et al. 2016). 
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Dentro deste cenário de contaminação do meio ambiente, os cemitérios têm se 

destacado quanto a sua potencialidade de contaminar as aguas superficiais e subterrâneas 

(PACHECO et al., 1991; ZYCHOSKY, 2012).  

A principal causa de contaminação ambiental dos cemitérios é o líquido liberado, 

intermitentemente, durante o processo de putrefação dos cadáveres. A decomposição dos 

corpos consiste de fermentação de matéria orgânica por bactérias endógenas e exógenas, que 

decompõem carboidratos, proteínas e lipídeos (OLIVEIRA et al., 2013). Durante este 

processo, os tecidos moles são fisica, química e biologicamente transformados em gases, 

líquidos e minerais, formando uma massa putrescente de forte e desagradável odor, composta 

por 60% de água, 30% de minerais e 10% de sustâncias orgânicas complexas (COSTA 

SILVA; FILHO, 2008; OLIVEIRA et al., 2013). Embora a composição dessa massa 

putrescente não seja completamente conhecida, sabe-se que entre os seus compostos químicos 

existem, pelo menos, duas aminas biogênicas, a diamina cadaverina (C5H14N2) e a poliamina 

putrescina (C4H12N2) (DENT et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2013), que têm ação sobre os 

sistemas biológicos.   

A putrescina é uma molécula precursora de outras duas poliaminas, a espermidina e 

espermina, ambas muito importantes nos processos de proliferação celular (PEGG, 2009; 

MICHAEL, 2016). Porém, alguns autores têm demonstrado que altas concentrações de 

poliaminas podem induzirem morte celular por mecanismos oxidativos (MOINARD et al., 

2005; BACH et al., 2012). Battaglia et al. (2013) descreve que o catabolismo das poliaminas 

produz peroxido de hidrogênio (H2O2), substância esta que é capaz de danificar o DNA e 

outros componentes celulares, por meio da indução de estresse oxidativo.   

Diante disso, o presente trabalho avaliou os efeitos adversos da putrescina sobre 

testículos e epidídimos de ratos Wistar, com o objetivo de entender seus efeitos sobre a 

capacidade reprodutiva, biossíntese de testosterona e efeitos histopatológicos, por meio de 

análises bioquímicas, morfométricas, histológicas e estereológicas. 

 

2. Material e Métodos 

8.1  Animais e delineamento experimental 

Foram utilizados 48 indivíduos machos adultos, com peso inicial em torno de 250 g, 

mantidos durante o período experimental no Centro de Experimentação Animal da Fundação 

Hermínio Ometto (UNIARARAS). Os animais foram mantidos em temperatura controlada 

(25° C), umidade do ar de 60 % e ciclos claro/escuro de 12 horas. Os animais receberam água 

e ração purina ad libitum. As concentrações de putrescina testadas neste estudo foram 
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definidas a partir da ficha técnica do produto (Sigma-Aldrich), que aponta uma DL50 oral para 

ratazanas de 463 mg/kg. As concentrações de uso foram estabelecidas em 10% (T1- 46,3 

mg/kg), 30% (T2- 138,9 mg/kg) e 50 % (T3 - 231,5 mg/kg) da DL50.  

Os animais foram subdivididos em quatro grupos com 12 indivíduos cada e foram 

distribuídos em caixas A e B (6 indivíduos por caixa). Os animais das caixas A foram 

destinados para análises histológicas e coleta de sangue e os animais das caixas B destinados 

às coletas de órgãos, para avaliações bioquímicas e contagem de espermatozóides.  

O grupo controle (Co) foi exposto apenas a água filtrada e os três grupos tratados T1, 

T2 e T3 (n=6 cada) expostos as concentrações correspondente a cada tratamento, conforme 

descrito acima. Os animais foram pesados semanalmente e o volume administrado da 

putrescina foi calculado de acordo com o peso corpóreo de cada animal. A substância foi 

administrada via gavage, por um período de 56 dias, tempo necessário para completar o ciclo 

completo da espermatogênese (RUSSELL et al., 1990). O projeto foi aprovado pelo comitê de 

Ética em Uso de Animais (CEUA) da FHO/UNIARARAS com parecer nº 024/2013. 

 

8.2 Eutanásia e coleta de materiais biológicos  

Os animais foram perfundidos, para coleta de material histológico e foram submetidos 

à punção cardíaca, para a coleta de sangue. Os Animais foram anestesiados com solução de 

Xilazina (Rompun® - Bayer S.A. – 20 mg/mL) e Cetamina (Ketalar® - Parke, Davis & Co. - 

50 mg/mL), submetidos a laparotomia medial para a, expansão da cavidade torácica e, assim, 

expor o coração para a realização da punção cardíaca, com uma seringa de 5 mL. Após a 

punção cardíaca, foi introduzida uma cânula na artéria renal, conectada a um sistema de 

perfusão e realizada uma secção no átrio direito, para a realização da drenagem da solução. A 

perfusão foi realizada, inicialmente com uma solução salina heparinizada 1%, seguida de 

solução de glutaraldeido 4%, paraformolaldeído 4% em tampão cacodilato de sódio 0,1 M, 

pH 7,2, por aproximadamente 30 minutos. Os testículos e epidídimos foram coletados e 

pesados individualmente, para posterior análise estatística.  

 

8.3 Quantificação de testosterona sérica 

As amostras de sangue foram centrifugadas a 3500 rpm por 15 minutos e o soro 

separado em tubos de centrifuga de 1,5 mL, para serem encaminhados para o laboratório de 

análises clinicas (CEDIVET – Centro de Diagnostico Veterinário, localizado na cidade de Rio 

Claro, São Paulo, Brasil - www.cedivet.com.br). 

 

http://www.cedivet.com.br/
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8.4 Biometria 

Os testículos, previamente fixados (obtidos dos animais das caixas A) foram 

dissecados para a retirada da albugínea. Este procedimento permitiu obter o peso real do 

parênquima testicular, referente a porção funcional dos testículos. Com base nos pesos 

corporais dos animais e no peso dos testículos dissecados, foi obtido o índice 

gonadossomático (IGS), calculado a partir da seguinte fórmula: 

IGS= MG / MC X 100 (MG = massa total das gônadas e MC = massa corporal dos 

animais). 

Os índices epididimossomáticos (IES) dos epidídimos foram calculados pela fórmula: 

IES= (peso do epidídimo /peso corpóreo) x 100. 

 

8.5  Contagem de espermatozóides nos testículos e epidídimos 

Os testículos e epidídimos esquerdos dos animais, que não foram perfundidos (caixas 

B), foram congelados e armazenados a -20 ºC, para serem descongelados e analisados 

separadamente. Após o descongelamento do órgão, o mesmo foi, imediatamente, processado. 

Para a contagem de espermatozóides nos testículos, foi retirada a albugínea. Os testículos 

então, foram pesados e triturados em homogeneizador IKA T-18, marca (Biovera) com 5 mL 

de solução salina (STM) (0,9% NaCl e 0,05% Trinton X-100). Deste homogenato foram 

retirados 100 µL e diluídos em 900 µL de STM. Já os epidídimos foram divididos em 

cabeça/corpo e cauda e, cada parte, foi pesada e triturada separadamente. A cabeça/corpo foi 

homogeneizada com 1 mL de STM, para cada 200 g, e a cauda homogeneizada com 1 mL, 

para cada 100 g. Esta diluição foi feita na proporção de 50 µL para 950 µL de STM. A 

contagem dos espermatozóides, em ambos os órgãos, foi feita em duplicata, em câmara de 

Neubauer, sendo que entre cada campo, de cada câmara contada, a diferença foi menor que 

10% e entre a contagem das duas câmaras a diferença foi menor que 20%.  

 

8.6 Produção espermática diária (PDE) e cálculo do trânsito espermático 

A produção espermática diária (PDE) foi calculada, dividindo o número total de 

espermátides/espermatozóides do testículo por 6,1 dias, período este que corresponde ao 

tempo de duração da maturação das espermátides, que ocorre nos túbulos seminíferos, que 

corresponde ao passo 19 do estágio VIII (ROBB et al., 1978). O trânsito dos espermatozóides 

foi calculado, dividindo o número de espermatozóides x106 pelo peso do parênquima e, 

depois pela PDE. Os resultados foram submetidos à análise estatística, utilizando o teste 
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estatístico ANOVA, com pós-teste Tukey para comparação dos grupos tratados com o grupo 

controle. 

 

8.7 Análise de Western Blotting  

Para a avaliação das proteínas CYP11A1, 17ß-HSD e StAR, fragmentos de testículo 

foram homogeneizados, por 30 segundos, em tampão de extração proteíca. O extrato foi 

centrifugado a 1500 rpm, à 4 °C, por 45 min, para a remoção do material insolúvel. Alíquotas 

do sobrenadante foram tratadas com tampão Laemmli contendo 10 mM de DTT (Ditiotreitol) 

e 40 µg de proteínas foram utilizadas na corrida em SDS-PAGE 12 %, em aparelho minigel 

(Miniprotean). Após a corrida, as proteínas foram eletrotransferidas (a 0,8 mA/cm2) do gel 

para a membrana de nitrocelulose (0,45 µ). Esta foi incubada por duas horas em solução 

bloqueadora, para diminuir as ligações inespecíficas das proteínas. Na sequência as 

membranas foram incubadas por 4 horas com os anticorpos específicos: anti-CYP11A1 

(ab175408-abcam), anti-17BHSD (M-174: sc-32 872 – Santa Cruz Biothnology) e anti- StAR 

(ab180804-abcam) previamente diluídos (1:100) na solução de bloqueio (leite em pó 

desnatado a 1%). A membrana foi submetida a lavagens com solução de TBS-T (tris-HCl, pH 

8.0, contendo 150 mM de NaCl e 0,05 % de Twenn 20) e, em seguida, incubada com o 

anticorpo secundário anti-igG de coelho (ab97051-abcam), diluído 1:5000 em solução de 

bloqueio, por duas horas, à temperatura ambiente. As membranas foram reveladas no 

fotodocumentador Syngene G:BOX. A intensidade das bandas foi avaliada por densitometria, 

no programa do fotodocumentador Gene Tools. 

 

8.8  Preparações Histológicas  

Os fragmentos de testículo e epidídimo foram desidratados em concentrações 

crescentes de etanol, incluídos em resina glicolmetacrilato (Leica) e seccionados na espessura 

de 3 μm, em micrótomo Sorvall JB-4/Bio Rad. As observações morfológicas foram realizadas 

nos cortes corados com Hematoxilina-eosina (HE) e as citoquímicas nos cortes submetidos ao 

PAS (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1983) e azul de Bromofenol (PEARSE, 1985). O material 

corado com azul de toluidina 1% foi utilizado para obtenção da morfometria e estereologia 

testicular (MONTEIRO et al., 2008). As lâminas obtidas foram examinadas e analisadas em 

microscopia de luz. 
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8.9 Análise Morfométrica e Estereológica dos testículos  

As imagens histológicas de cortes de testículo, coradas com azul de toluidina, que se 

mostraram mais representativas, foram fotodocumentadas. As análises morfométricas e 

estereológicas foram processadas pelo software Image Pro Plus, versão 6.0 (Media 

Cybernetics). 

 

2.8.1 Morfometria dos túbulos seminíferos 

O diâmetro tubular médio de cada animal foi obtido a partir de mensurações, ao acaso, 

de 30 secções transversais de túbulos seminíferos que apresentavam o contorno mais circular 

possível, quando observadas em aumento de 200x. As mesmas secções utilizadas para 

medição do diâmetro tubular foi também usada para mensurar a altura do epitélio seminífero, 

a qual foi tomada de forma diametralmente oposta, em 4 diferentes pontos, desde a túnica 

própria até o lúmen tubular, também em aumento de 200x. 

 

2.8.2 Determinação das proporções volumétricas (%) e volumes dos componentes 

do espaço intersticial  

As proporções volumétricas dos componentes do espaço intersticial foram estimadas a 

partir da projeção de uma grade contendo 494 pontos sobre imagens do espaço intersticial dos 

testículos, capturadas em campos aleatórios, em um aumento de 1000x. Para cada animal, 

foram analisadas diferentes secções, até completar 3000 pontos. Os elementos quantificados 

no espaço intersticial foram: células de Leydig, vasos sanguíneos, espaço linfático, 

macrófagos e tecido conjuntivo. O volume de cada componente do parênquima testicular, 

expresso em mL, foi estimado a partir do conhecimento do percentual ocupado por eles no 

testículo e do conhecimento do volume total líquido do parênquima testicular. O valor deste 

último foi obtido por meio do peso de testículo sem albugínea fixado. Segundo França (1991), 

como a densidade do testículo é em torno de 1 (1,03 a 1,04), a massa foi considerada igual ao 

seu volume. 

 

2.8.3 Diâmetro e volume dos núcleos das células de Leydig 

Foram estimados o diâmetro médio de 30 células de Leydig por animal, para cada 

grupo experimental. Os valores foram obtidos por meio da média entre duas medidas 

diametrais, obtidas de forma opostas. O volume nuclear dessas células foi calculado aplicando 

a seguinte forma:  
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Volume nuclear = 4/3пR3, onde R é o raio do núcleo das células de Leydig, obtido 

com a medida dos diâmetros. 

 

2.8.4  Quantificação de Estresse Oxidativo nos Testículos e Epidídimos  

Os tecidos foram homogeneizados em tampão fosfato 0,1 M, pH 7,4, em 

homogeneizador de tecidos modelo IKA T-18, marca (Biovera). As concentrações de 

proteínas foram estabelecidas pelo método de biureto, descrito por Gornall, 1949.  A atividade 

da catalase (CAT) foi avaliada de acordo com Aebi (1974), usando o peroxido de hidrogênio 

como substrato. A atividade da superóxido dismutase (SOD) foi avaliada pelo método de 

autoxidação do pirogalol descrito por Marklund e Marklund (1974). A atividade da 

Glutationa-S-transferase (GST) foi avaliada, seguindo o método de Habig et al. (1974) e os 

níveis de Glutationa Reduzida (GSH) foram quantificados, por meio dos procedimentos 

descritos por Ellman (1959). 

 

3. Resultados 

3.1. Parâmetros reprodutivos  

Para a determinação dos índices reprodutivos, foi necessário, primeiramente, a 

aferição do peso corpóreo dos animais experimentados. O grupo T2 e o T3 apresentaram 

diminuição significativa deste parâmetro, quando comparados ao grupo controle. 

Em relação ao peso dos epidídimos, não foi observada nenhuma alteração significativa 

entre os ratos testados. Para o índice epididimossomático (IES), apenas o grupo tratado com a 

maior concentração (T3) apresentou aumento significativo. Em relação ao nº de 

espermatozoides no epidídimo, tanto na região da cabeça/corpo como na região da cauda, foi 

observada uma redução significativa nos grupos tratados, em relação ao grupo controle. O 

número de espermatozóides por grama de epidídimo, tanto na região da cabeça como na 

região da cauda, apresentou redução significativa nos grupos T2 e T3. Estes resultados 

permitiram inferir um efeito dose-resposta da putrescina, para esse parâmetro avaliado, pois o 

grupo tratado com a maior concentração (T3) apresentou a maior redução no número de 

espermatozóides/g do órgão, seguido pela concentração intermediária (T2) e depois pela 

menor concentração (T1). 

O número de espermatozóides nos testículos e o número de espermatozóides/g de 

testículo também foi reduzido, significativamente, nos grupos expostos, confirmando o efeito 

dose-resposta, observado para o epidídimo.  
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A produção diária de espermatozóides (PDE) foi comprometida significativamente, 

em T2 e T3. O trânsito espermático na região da cabeça/corpo teve um aumento significativo, 

para a maior concentração testada. Pelos resultados obtidos, foi observado uma diminuição na 

produção diária de espermatozóides nos animais tratados com putrescina, com resultados 

significativos, em relação ao grupo controle, para os grupos T2 e T3, reforçando o efeito 

dose-resposta diretamente proporcional a concentração já registrado anteriormente. Todos 

estes resultados aqui apresentados estão apresentados na Tabela 1. De acordo com estes 

dados, podemos inferir que a putrescina, nestas concentrações testadas, causa um efeito 

negativo nestes órgãos e um provável comprometimento de suas funções. 
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Tabela 1: Parâmetros reprodutivos obtidos após o tratamento com putrescina por 56 dias consecutivos. 

 

Valores expressos em média ± desvio padrão. a= Significativo em relação ao controle; b- significativo em relação a todos os grupos; c- significativo em relação a T1;  

Os resultados foram submetidos à análise estatística utilizando-se ANOVA com pós-teste de Tukey para comparação dos grupos tratados com o grupo controle; g = grama. 

 

 

Parâmetros Avaliados 
Grupo Controle 

(Co) 

Grupo T1 

(46,3 mg/Kg) 

Grupo T2 

(138,9 mg/kg) 

Grupo T3 

(231,5 mg/kg) 

Peso corpóreo do animal (g) 443,0 ± 24,26 440,8 ± 23,15 398,3 ± 37,78 a 358,7 ± 50,53 a 

Peso epidídimo direito (g) 0,54 ± 0,055 0,57 ± 0,021 0,52 ± 0,06 0,56 ± 0,076 

Índice epididimossomático (IES) 0,12 ± 0,013 0,13 ± 0,005 0,13 ± 0,013 0,16 ± 0,003 a b 

Cabeça/corpo 

 

 

  N° esperm. X 106/epidídimo (g) 106,6 ± 14,23 85,16 ± 11,72 a 71,30 ± 14,53 a 75,36 ± 6,02 a 

N° esperm. X 106/g de epidídimo 425,62 ± 43,29 392,29 ± 67,91 a 332,29 ± 73,50 a 273,75 ± 14,4 a c 

Cauda 

 

 

  N° esperm. X 106/órgão (g) 248,11 ± 25,75 209,08 ± 30,21 a 143,41 ± 46,71 a c 136,73 ± 39,75 a c 

N° esperm. X 106/g de órgão 1253,3 ± 118,56 1171,25 ± 154,60  835,83 ± 265,58 a c 730,83 ± 106,25 a c 

Peso testículo direito (g)     

N° de esperm. X 106 /testículo (g) 167,20 ± 37,73 151,1 ± 11,60 114,78 ± 17,32 a 78,62 ± 3,60 a b  

N° de esperm. X 106/g de testículo 108,64 ± 29,53 86,90 ± 6,30 71,24 ± 13,57 a 51,49 ± 3,09 a b 

Produção Diária de Espm. (PDE) 27,41 ± 6,34 24,77 ± 1,90 18,81 ± 2,83 a 12,88 ± 0,59 a b 

Trânsito cabeça/corpo 4,03 ± 0,91 3,44 ± 0,49 3,85 ± 0,84 5,84 ± 0,22 a b 

Trânsito cauda 9,56 ± 2,86 8,52 ± 1,73 7,72 ± 2,35 10,53 ± 2,53 
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3.2. Quantificação sérica de testosterona 

A testosterona sérica foi avaliada por meio de análises bioquímicas e os valores estão 

demonstrados na Figura 1. 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Concentração de testosterona sérica nos diferentes grupos experimentais. Resultados 

expressos em média e desvio padrão. * Valores estatisticamente significativos para p<0,05. 

 

3.3. Expressão proteica das proteínas da via da esteroidogênese 

As expressões proteicas das proteínas StAR, CYP11A1 e 17 β-HSD foram observadas 

por meio de Western Blotting. Os resultados demonstraram uma diminuição significativa na 

expressão da proteína StAR, nos grupos T2 e T3, enquanto que o T1 e os grupos controle não 

apresentaram diferenças significativas (figura 2A). Já na quantificação da proteína CYP11A1 

e da proteína 17 β-HSD, foi possível observar uma redução significativa nos três grupos 

tratados (T1, T2 e T3), quando comparados ao grupo controle (figura 2B e 2C, 

respectivamente).  

Figura 2: Expressão das proteínas StAR, CYP11A1 e 17 β-HSD em testículos de ratos expostos a 

putrescina. Blottins representativos e os resultados das análises estatísticas, sendo os valores expressos 

como média ± desvio padrão. *Diferença significativa de p <0,05 n=4, Co (controle), T1 (46,3 

mg/kg/dia), T2 (138,9 mg/kg/dia) e T3 (231,5 mg/kg/dia).  

 

 

 



Artigo 5_________________________________________________________________139 

   

 

3.4. Análise histopatológica dos Testículos  

Nas secções histológicas dos testículos, corados com azul de toluidina, foi possível 

observar que o grupo controle apresentou túbulos seminíferos com morfologia preservada e 

espermatogônias do tipo escura, na região periférica que margeia os túbulos. No espaço 

intersticial, foram registradas a presença de vasos sanguíneos e de células de Leydig 

distribuídas uniformemente, bem como também a presença de espermatozóides no lúmen dos 

túbulos (Figura 3 Co). Os grupos T1 e T2 não apresentaram diferenças morfológicas, quando 

comparado ao grupo controle. No grupo T3, foi possível observar desorganização do epitélio 

dos túbulos, com despendimento de espermatócitos próximo ao lúmen. Foi observada a 

presença de vacúolos ao longo das extremidades dos túbulos e aparente diminuição na 

quantidade das células de Leydig no espaço intersticial (Figura 3 T3).   

Figura 3: Fotomicrográficas de cortes histológicos dos túbulos seminíferos dos animais experimentais 

corados com azul de toluidina. (n = 6; Controle; T1 - 46,3 mg/kg; T2 - 138,9 mg/kg; e T3 - 231,5 

mg/kg. CL = Células de Leydig, asterisco = espermatozoides, seta = espermatogônias, In = 

Interstício testicular, V = Vaso sanguíneo, cabeça de seta preta = espermatócitos, cabeça de seta 

vermelha= vacúolos. Aumento de 20x 
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As células de Leydig estão localizadas na região intersticial, situada entre os túbulos 

seminíferos. Esta área é caracterizada por ser uma região rica em vasos sanguíneos e espaços 

linfáticos. As células de Leydig do grupo T3 apresentaram diâmetro nuclear menor e uma 

granulação mais intensa que nos outros grupos (figura 4-T3). 

Figura 4: Secções histológicas do parênquima testicular de ratos Wistar corados com azul de 

toluidina. Imagens capturadas em aumento de 1000x. V = vaso sanguíneo, In = Região intersticial, m 

= macrófago, cabeça de seta = células de Leydig 

 

3.5. Analises Histopatológica dos Epidídimos 

Nas secções histológicas dos ductos epididimários dos animais do grupo controle foi 

possível observar o tecido epitelial pseudo-estratificado, composto de células basais 

arredondadas e de células colunares com estereocílios voltados para a luz.  No lúmen, foi 

observado a presença de espermatozoides misturados com secreções (figura 5B).  

De acordo com as observações microscópicas, os animais do grupo T3 apresentaram 

maiores alterações, como a presença de vacúolos no tecido epitelial que reveste os ductos, 

além de desorganização no parênquima epididimário (figura 5H). Na luz dos ductos 

epididimários desse grupo exposto, foi verificada uma forte presença de restos das 

espermátides junto às secreções e espermatozóides (figura 5I). Nas marcações citoquímica 

com PAS e Azul de bromofenol, não foram observadas diferenças entre os grupos (figura 6).  
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Figura 5: Secções Histológicas de segmentos da cabeça do epidídimo de ratos Wistar submetidos a 

exposição a putrescina em diferentes concentrações e coradas com HE. (n = 6; Controle (A e B); 

Grupo 1 - 46,3 mg/kg (C e D); Grupo 2 - 138,9 mg/kg (E e F) e Grupo 3 - 231,5 mg/kg (G, H e I). T = 

epitélio do túbulo epididimário, L = Lúmen, Es = Espermatozoides, Tc = Tecido conjuntivo, Vs – 

Vaso sanguíneo, Setas = vacuolização do túbulo epididimário e em I, destaque para o lúmen dos 

ductos epididimários com desprendimento de espermatócitos. 
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Figura 6: Secções Histológicas de segmentos da cabeça do epidídimo de ratos Wistar submetidos a 

exposição a putrescina marcadas com Azul de bromofenol (coluna da esquerda) e PAS (coluna da 

direita). (n = 6; Controle (A e B); Grupo 1 - 46,3 mg/kg (C e D); Grupo 2 - 138,9 mg/kg (E e F) e 

Grupo 3 - 231,5 mg/kg (G e H). T = epitélio do túbulo epididimário, L = Lúmen. Lúmen dos túbulos 

repletos de espermatozoides e em H, muitas células desprendidas. 
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3.6. Análise Morfométrica e Estereológica dos testículos  

3.6.1. Morfometria dos túbulos seminíferos 

Os valores médios do diâmetro tubular e da altura do epitélio seminífero dos animais 

desta pesquisa encontram-se apresentados na figura 7. Foram encontrados valores 

significativos de aumento do diâmetro dos túbulos seminíferos para o grupo T1, e diminuição 

para o grupo.  Em relação à altura do epitélio seminífero, apenas o grupo T3 apresentou 

diferença significativa, com diminuição da altura, em relação ao grupo controle. 

 

Figura 7: Diâmetro tubular e altura do epitélio dos túbulos seminíferos em testículos de ratos Wistar 

expostos a diferentes concentrações de putrescina, por 56 dias consecutivos. Valores expressos em 

média ± DP (n = 6; Co = controle; T1 = 46,3 mg/kg; T2 = 138,9 mg/kg e T3 = 231,5 mg/kg). 

ANOVA, pós teste de Tukey. * p < 0,05). 

 

 

3.6.2. Determinação das proporções volumétricas (%) e volumes dos componentes 

do espaço intersticial (mL) 

As proporções volumétricas permitem avaliar, mais detalhadamente, a quantidade e 

volume de componentes do tecido que ocupam o parênquima testicular. Foram avaliados os 

parâmetros espaço linfático, células de Leydig, vasos sanguíneos e macrófagos, que totalizam 

100% do espaço intersticial. Foram observadas uma diminuição significativa das proporções 

volumétricas das células de Leydig para os grupos T1 e T3 e diminuição significativa nos 

volumes dessas células, para o grupo T3 (Tabela 2). 
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Tabela 2: Volume (ml) e proporção volumétrica (%) dos componentes do testículo de ratos 

adultos, expostos a diferentes concentrações de putrescina. 

Parâmetros 

Grupos experimentais 

Controle Grupo 1 Grupo 2 Grupo3 

Espaço Linfático (%) 0.55 ± 0.05 0.59 ± 0.04 0.56 ±0.04 0.60 ± 0.08 

Espaço Linfático (mL) 0.90 ± 0.13 0.99 ± 0.10 0.98 ± 0.16 0.86 ± 0.03 

Células de Leydig (%) 0.32  ± 0.02 0.26 ± 0.04 * 0.29 ± 0.03 0.24 ± 0.03* 

Células de Leydig (mL) 0.52 ± 0.03 0.44 ± 0.07 0.51 ± 0.07 0.33 ± 0.15* 

Vasos Sanguíneos (%) 0.07 ± 0.02 0.08 ± 0.04 0.08 ± 0.02 0.11 ± 0.06 

Vasos Sanguíneos (mL) 0.12 ± 0.03 0.14 ± 0.07 0.14 ± 0.02 0.13 ± 0.01 

Macrófagos (%) 0.05 ± 0.02 0.06 ± 0.01 0.06 ± 0.02 0.04 ± 0.00 

Macrófagos (mL) 0.09 ± 0.03 0.10 ± 0.02 0.11 ± 0.03 0.06 ± 0.03 

Valores expressos em média e desvio padrão. ANOVA, pós teste de Tukey. * Valores significativos 

para P<0,05. 

 

 

3.6.3. Diâmetro e volume nuclear das células de Leydig 

As análises morfométricas do diâmetro das células de Leydig permitiram verificar que 

houve uma diminuição significativa neste parâmetro, para o Grupo T1, enquanto que, para a 

avaliação do volume nuclear (µm3), todos os grupos expostos apresentaram células com 

volumes diminuídos. Por meio destes resultados, podemos inferir que a putrescina tem ação 

nas estruturas morfológicas das células de Leydig presentes no parênquima testicular (figura 

8).  

Figura 8: Diâmetro e volume nucleares das células de Leydig em testículos de ratos Wistar expostos a 

diferentes concentrações de putrescina, por 56 dias consecutivos. Valores expressos em média ± DP (n 

= 6; Co = controle; T1 = 46,3 mg/kg; T2 = 138,9 mg/kg e T3 = 231,5 mg/kg). ANOVA, pós teste de 

Tukey (* p < 0,05). 

 

 

 



Artigo 5_________________________________________________________________145 

   

 

3.7. Quantificação do Estresse Oxidativo nos testículos e epidídimos 

Foram avaliados, por meio de testes enzimáticos, o estresse oxidativo dos testículos e 

dos epidídimos. Foram quantificados a Glutationa reduzida (GSH) a as atividades das 

enzimas antioxidantes, SOD, GST e CAT. Todos os resultados foram determinados por 

espectrofotometria. 

 

3.7.1. Estresse oxidativo no Testículo  

Em relação aos parâmetros bioquímicos estudados, foi observado um aumento 

significativo dos níveis de GSH nos Grupos T2 e T3. Embora tenha havido um aumento no 

Grupo T1, esse aumento não foi significativo (Figura 9A). A atividade da CAT se mostrou 

aumentada nos Grupos T1 e T2 (Figura 9B), enquanto que a atividade da GST e da SOD 

foram, significativamente, diminuídas em todos os grupos expostos (Figura 9C e 9D).  

Figura 9: Parâmetros de estresse oxidativo em testículos de ratos Wistar expostos a putrescina, por 56 

dias. Níveis de glutationa reduzida (GSH) (A), atividade da enzima CAT (B), atividade da GST (C) e 

atividade da SOD (D). Valores expressos em média ± DP (n = 6; Co = controle; Grupo T1 = 46,3 

mg/kg; Grupo T2 = 138,9 mg/kg e Grupo T3 = 231,5 mg/kg). *Diferença significativa em relação ao 

grupo controle com p < 0,05 para todos os parâmetros.  
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3.7.2. Estresse oxidativo nos Epidídimos 

Os valores encontrados na avaliação de estresse oxidativo nos epidídimos evidenciou 

uma forte indução de estresse, que causou uma depleção nas atividades enzimáticas das 

enzimas protetoras.  Os níveis de GSH diminuíram, significativamente, em todos os grupos 

(figura 10A), assim como houve a redução significativa nas atividades da GST e da SOD 

(figura 10C e D). Foi observado aumento significativo da CAT, apenas para o GrupoT1 

(figura 10B).  

Figura 10: Parâmetros de estresse oxidativo em testículos de ratos Wistar expostos a putrescina, por 

56 dias. Níveis de glutationa reduzida (GSH) (A), atividade da enzima CAT (B), atividade da GST (C) 

e atividade da SOD (D). Valores expressos em média ± DP (n = 6; Co = controle; Grupo 1 = 46,3 

mg/kg; Grupo 2 = 138,9 mg/kg e Grupo 3 = 231,5 mg/kg). *Diferença significativa em relação ao 

grupo controle com p < 0,05 para todos os parâmetros. 

 

4. Discussão  

O sistema reprodutor masculino é muito sensível à ação de substâncias tóxicas e, por 

isso, é muito importante avaliar os efeitos dos xenobióticos sobre esses órgãos. Lima et al. 

(2012) afirmam que existem fortes indícios de que a alteração da qualidade do sêmen possa 

estar relacionada com a toxicidade ambiental.  
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Nossos resultados evidenciaram que tanto os testículos quanto os epidídimos foram 

afetados pela exposição à putrescina. A exposição dos testículos à agentes tóxicos, pode 

promover alterações na espermatogênese, bem como aumentar a indução de apoptose nas 

células germinativas, causando um efeito negativo no órgão, com diminuição na produção de 

espermatozóides (PANNOCCHIA et al., 2008).  

De acordo com os parâmetros reprodutivos analisados, foi possível estabelecer um 

efeito dose-resposta da putrescina sobre os parâmetros reprodutivos. As maiores 

concentrações de putrescina promoveram a diminuição da produção e, consequentemente, da 

quantidade de espermatozoides nos testículos e nos epidídimos dos ratos expostos. Além 

disso, a putrescina foi capaz de induzir respostas histopatológicas no parênquima testicular, 

evidenciando alterações como vacuolização citoplasmáticas, degeneração de espermátides, 

células do epitélio seminífero liberadas no lúmen dos tubos, bem como a presença de 

espermátides arredondadas (células reprodutoras imaturas) livres na luz dos epidídimos. 

Informações referentes ao transito espermático no epidídimo são importantes para a 

interpretação dos acontecimentos no processo de maturação dos espermatozoides. É durante 

esse trajeto que muitas características morfológicas fisiológicas e bioquímicas dos 

espermatozoides são modificadas (FERNANDES et al., 2008). Nossos resultados 

demonstraram um aumento no tempo de trânsito na cabeça do epidídimo, para a maior 

concentração testada. Resultados parecidos foram encontrados por Fernandes et al. (2003), 

que relataram uma diminuição no potencial de fertilidade dos espermatozoides em ratos 

tratados com dietilestilbestrol (DES). 

Segundo Aly et al. (2012), a redução da espermatogênese se deve a inibição da 

atividade esteroidogênica. A diminuição da testosterona influencia, diretamente, as funções 

germinativas, uma vez que o processo de meiose requer altas concentrações de testosterona 

(STANBENFELD; EDQVIST, 1996). No presente trabalho os níveis séricos de testosterona 

diminuíram significativamente em todos os grupos tratados.  

O processo de produção da testosterona nas células de Leydig é intermediado por 

diferentes enzimas. Inicialmente pela entrega do colesterol na membrana mitocondrial interna. 

Esse passo é mediado pela proteína reguladora StAR (MURUGESAN et al., 2007). Nossos 

resultados demonstraram uma diminuição na expressão desta proteína, sugerindo uma redução 

na entrada do colesterol na mitocôndria. A diminuição na expressão da Cyp11A1, observada 

neste estudo, sugere que a conversão do colesterol em pregnenolona está comprometida, uma 

vez que é essa enzima que catalisa a reação de clivagem da cadeia lateral do colesterol. A 

17B-HSD também teve sua expressão diminuída, o que é um indicativo de redução e 
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comprometimento da secreção de testosterona, pois esta proteína é a que reduz a 

androstenediona em testosterona. Estes resultados sugerem que a putrescina pode atuar 

diretamente sobre as células de Leydig, diminuído a produção de testosterona, por meio da 

inibição da expressão das enzimas esteroídogênicas. Murugesan et al. (2005) encontraram 

resultados semelhantes aos deste estudo, quando avaliaram os efeitos de Araclor 1254, 

também em ratos Wistar. Os autores associaram a diminuição da testosterona observada a 

uma diminuição nos receptores de LH nas células de Leydig. De acordo com esses autores, a 

diminuição desses receptores de superfície celular é induzida pelos elevados níveis de estresse 

oxidativo e peroxidação lipídica celular. 

As avaliações de estresse oxidativo nos testículos e epidídimos são de extrema 

importância. De acordo com Vernet et al. (2004), as EROs têm impacto devastador sobre a 

atividade espermática. Quando produzidas em excesso elas, estimulam a fragmentação do 

DNA e podem levar a perda de função espermática, devido os danos peroxidativos na 

membrana plasmática das células germinativas. As membranas das células espermáticas 

contêm níveis elevados de ácidos graxos poli-insaturados, que conferem fluidez a estas 

células (SIKKA, 2004), deixando-as mais susceptível a ataques de radicais livres e, 

consequentemente, à peroxidação lipídica. Este processo diminui a fluidez da membrana e 

diminui a motilidade dos espermatozoides, reduzindo assim a sua capacidade para a 

fertilização (SELVAKUMAR et al., 2006).  

Em relação ao estresse oxidativo, foi observada uma depleção das atividades 

enzimáticas da SOD, GST tanto nos testículos quanto nos epidídimos, que possivelmente 

sejam indicativas da forte ação dos radicais livres presentes nas células.  Em relação aos 

níveis de GSH, foi observado um aumento desse tripeptídeo nos testículos dos grupos T1 e 

T2, também seguido de aumento da CAT. Essas enzimas desempenham papel protetor contra 

os radicais livres. Por outro lado, a diminuição observada para esta enzima no grupo T3, 

corrobora os nossos resultados histológicos, uma vez que o grupo T3 foi o que apresentou 

maior dano tecidual.  

A diminuição da atividade da SOD pode promover um aumento na concentração do 

radical superóxido (VENSKE, 2010). Desta forma, as EROS podem se associar com outros 

átomos e formar outras espécies reativas (CARRERAS et al., 1994; GIASSON et al., 2002) 

como, por exemplo, o óxido nítrico, proveniente do metabolismo celular, que pode reagir com 

as espécies reativas do oxigênio (EROS) (principalmente com o radical superóxido), gerando 

peroxinitrito (OONOO-) e radical hidroxila (OH-), um dos principais causadores de 

peroxidação lipídica (WELCH et al., 2002). Além disso, a diminuição da atividade da GST, 
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observada em todos os grupos expostos à putrescina, evidencia uma diminuição do 

mecanismo de defesa das células, refletindo na perda da capacidade de conjugar e inativar 

xenobióticos (SILVA, 2007).  

Curiosamente, contaminantes ambientais geralmente induzem o estresse oxidativo, por 

meio da regulação negativa da produção de antioxidantes como as enzimas SOD, CAT e GPx, 

estimulando a produção excessiva de EROs (CHEN et al., 2011; WONG; CHENG, 2011), 

como o observado em nossos resultados.  

Em relação aos resultados morfométricos e estereológicos, os animais do Grupo T1 

apresentaram um aumento significativo no diâmetro tubular dos túbulos seminíferos, que, 

segundo Chieregatto (2005), é um indicativo de efeito estimulante da substância testada. 

Porém, os animais do Grupo T3 apresentaram diminuição do diâmetro tubular, bem como 

diminuição da altura do epitélio tubular, estando este resultado diretamente relacionado com a 

diminuição da taxa de fertilidade dos animais expostos (MALINI et al., 1999). As medidas do 

diâmetro e do volume nuclear das células de Leydig corroboram com a análise dos 

componentes do interstício, onde houve diminuição significativa nas proporções dessas 

células. Estudos realizados em vários animais, correlacionando estrutura e função das células 

de Leydig, têm demonstrado que alterações na síntese e secreção de testosterona não estão 

diretamente relacionados ao volume dessas células, mas sim a quantidade de reticulo 

endoplasmático liso presente no seu citoplasma (EWING et al., 1979). Desta maneira, é 

importante uma avaliação ultraestrutural dessas células, para uma correta avaliação dos 

efeitos da putrescina, quanto a síntese e liberação de testosterona pelas células de Leydig.  

Pelos resultados obtidos, podemos inferir duas possibilidades, de como a produção de 

testosterona é afetada pela exposição a putrescina. 1 - A putrescina pode promover estresse 

oxidativo, provocando uma diminuição nos receptores de LH das células de Leydig e, 

consequentemente, a alteração na via de produção da testosterona, conforme sugerido por 

Murugesan et al. (2005); 2 – A putrescina pode agir diretamente sobre os constituintes 

celulares das células de Leydig, como demonstrado pelas análises de expressão proteica e 

pelas alterações no diâmetro e volume nuclear, registrados neste trabalho para essas células. 

Os níveis testiculares de andrógenos dependem da capacidade das células de Leydig 

produzirem esteroides e do número de células presentes no interstício. Para um perfeito 

funcionamento da esteroidogênese, é necessária uma expressão coordenada de proteínas e 

enzimas esteroídogênicas, em resposta a estimulação hormonal (KOTULA-BALAC et al., 

2011). 
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5. Conclusão 

Diante dos resultados obtidos, é possivl concluir que a putrescina afeta negativamente 

as atividades reprodutivas. Esta poliamina se mostrou capaz de alterar os parâmetros 

reprodutivos como produção de espermatozoides e regulação da expressão proteica de 

enzimas chave, na via de biossíntese de testosterona, além de causar modificações 

morfológicas e estruturais no parênquima do testículo e do epidídimo. Além disso a 

substância foi capaz de induzir estresse oxidativo nos tecidos analisados, o que interferiu, 

negativamente, nas atividades reprodutivas. Estes resultados ressaltam a importância de 

estudos que visem monitorar os efeitos tóxicos de xenobióticos sobre o sistema reprodutivo e 

ressaltam a importância de estudos com a putrescina, como um contaminante ambiental.  
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6 CONCLUSÕES GERAIS 

De acordo com os resultados obtidos pela exposição de diferentes organismos à 

diferentes concentrações de putrescina, podemos concluir: 

 Para uma avaliação consistente dos efeitos biológicos de uma determinada 

substância, é necessário o uso de diferentes parâmetros de avaliação e de diferentes 

bioindicadores, considerando que cada organismo apresenta suas particularidades biológicas. 

 A putrescina apresentou efeitos tóxicos para os diferentes organismos 

estudados, mesmo em concentrações bem menores que a correspondente a DL50 definida para 

ratazanas (436 mg/kg). 

 As sementes de A. cepa expostas nas concentrações de 231,5, 138, 9 e 46,3 

mg/kg não apresentaram boa qualidade para serem usadas em preparação citogenéticas e as 

expostas à concentração de 46,3 mg/kg exibiram C-tumores nas raízes. 

 As células meristemáticas de A. cepa apresentaram um aumento na frequência 

de micronúcleos e de aberrações cromossômicas (AC) nas raízes expostas a concentração de 

23 mg/kg. A principal AC observada foi a aderência cromossômica, indicando uma ação 

aneugênica da putrescina.  

 O ensaio de Salmonella/microssoma revelou que a putrescina é capaz de 

induzir atividade mutagênica nas linhagens TA 98 e TA 100, com presença da fração 

metabolizadora S9. Esse resultado indica que a metabolização da putrescina aumenta seu 

potencial em causar mutações tanto do tipo frameshift como por substituição de base no 

DNA. 

 Para a determinação das concentrações citotóxicas da putrescina para células 

HepG2, foram realizados o teste de MTT e o teste de Redução da resazurina. Ambos os testes 

se apresentaram como boas ferramentas de análises da citotoxicidade desta substância, porém 

o teste de redução da resazurina se mostrou mais sensível, uma vez que detectou a 

citotoxicidade para a concentração de 324,1 mg/kg, não observada pelo teste do MTT. 

 Na avaliação dos efeitos genotóxicos da putrescina em células HepG2, pelo 

ensaio do cometa, foram observadas que as concentrações referentes a 10 % e 50 % da DL50 

foram genotóxicas para esta linhagem celular. Pelo ensaio de MN, foi possível observar 

aumento na frequência dos MNs para as contrações de 10, 30 e 50 % da DL50. Por outro lado, 

a indução de alterações nucleares, como brotos e pontes cromossômicas, foi observada apenas 

para a concentração de 70 %. Estes resultados sugerem que as diferentes concentrações de 
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putrescina podem desencadear distintos mecanismos de ação sobre o material genético de 

células de hepatocarcinoma humano. 

 Os padrões de expressão gênica avaliados em células HepG2, demonstraram 

que a putrescina é capaz de induzir danos oxidativos, uma vez que os genes correspondentes 

às enzimas antioxidantes apresentaram expressões aumentadas de mRNAs. 

 Os genes correspondentes às enzimas envolvidas na via de reparo do DNA, 

ERCC1 e CHEK1 aumentaram, significativamente, nas células expostas às concentrações de 

10 e 50 %. Para essas mesmas concentrações de putrescina foi observada uma super expressão 

do gene APEX1. Esses resultados corroboram com os dados de índices de danos no DNA, 

observados pelo ensaio do cometa, e indicam que, mesmo com o aumento na expressão destes 

genes, as células não foram capazes de reparar os danos no DNA, o que pôde ser confirmado 

pelo aumento na frequência de MNs.  

 Foram observadas pelas análises hematológicas e bioquímicas, realizadas em 

ratos Wistar, alterações em diferentes parâmetros relacionados a essas análises. Os índices 

colesterolêmicos foram os mais afetados. Desta forma podemos inferir que a putrescina 

provoca alterações nestes índices, sendo capaz de induzir perturbações na ligação entre os 

carboidratos e o metabolismo de lipídios. Todas as concentrações testadas promoveram 

alterações em um conjunto de marcadores, revelando a complexidade desta substância ao 

interagir com os componentes celulares. 

 A genotoxicidade da putrescina em ratos Wistar foi avaliada pelo ensaio do 

cometa, com 15, 30 e 56 dias de exposição. Os resultados indicaram um maior potencial 

genotóxico para a menor concentração testada (46,3 mg/kg), desde o primeiro período 

avaliado. De acordo com os resultados observados, os danos no DNA foram constantes e 

acumulativos e todas as concentrações foram genotóxicas para 56 dias de exposição. 

 Foi observado aumento nos índices de micronúcleos em eritrócitos 

policromáticos (EPCMN), apenas para a concentração de 46,3 mg/kg. Desta forma, podemos 

inferir que esta concentração foi a mais genotóxica para os animais expostos. 

 Em relação aos parâmetros reprodutivos, a sustância avaliada apresentou uma 

resposta dose-dependente, onde a maior concentração (231,5 mg/kg) foi a mais deletéria. A 

produção diária de espermatozoides diminuiu, significativamente, nas concentrações de 138, 9 

e 231,5 mg/kg, refletindo no número de espermatozoides presentes nos testículos e nos 

epidídimos.    
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 A expressão proteica de importantes enzimas da via de produção de 

testosterona (CYP11A1, 17 β-HSD e StAR) apresentaram seus níveis diminuídos em ambos 

os grupos avaliados. Isto refletiu na produção de testosterona sérica, que também diminuiu em 

ambos os grupos.  

 A putrescina induziu sérios efeitos deletérios sobre o sistema reprodutor de 

ratos Wistar machos, indicando que esta substância apresenta riscos para as funções 

reprodutiva dos animais expostos a ela.   

Diante de tantos efeitos biológicos observados pela exposição de diferentes 

bioindicadores a diferentes concentrações de putrescina, podemos inferir que essa substância 

tem uma alta toxicidade para os seres vivos, devendo ser considerada perigosa para o meio 

biológico. Por meio desse estudo, pode-se também concluir que a presença desta substância 

no ambiente, deve ser considerada de grande risco ambiental. 

Este trabalho teve como objetivo reunir a maior quantidade de informações possíveis 

relacionadas ao potencial tóxico da putrescina, uma vez que existem poucos e limitados 

estudos sobre a ação biológica dos compostos químicos presentes no necrochorume. 

Esperamos com essas informações contribuir para um maior conhecimento sobre os impactos 

causados pela contaminação proporcionada pelos cemitérios, alertando sobre os perigos que 

esta contaminação representa para o meio ambiente e para a saúde pública. No entanto, para 

avaliar corretamente os riscos ambientais, é necessário determinar com precisão, quais seriam 

as quantidades de putrescina presente no solo e/ou na água e qual a meia vida desta 

substância, nas mais variadas malhas e condições ambientais.  
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