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RESUMO

A qualidade das aguas superficiais e subterraneas tem sido ameacada por diferentes fontes de
contaminacdo ambiental. Os cemitérios tém se destacado neste quesito, principalmente por
disponibilizar para o ambiente um liquido produzido pela decomposicdo cadavérica,
denominado de necrochorume. O necrochorume é rico em substancias quimicas, dentre elas a
poliamina putrescina, uma substancia que desempenha importantes func@es fisioldgicas nos
organismos. Porém, se essa substancia se apresenta em concentracdes maiores que as
fisiolGgicas, pode desencadear problemas para 0s organismos expostos, pois, devido a sua alta
bioatividade, passa a ser um contaminante perigoso para os seres vivos. Como esse tipo de
contaminacdo tem sido pouco estudada ecotoxicologicamente, este trabalho é pioneiro nesta
abordagem. Para a avaliacdo dos efeitos bioldgicos desencadeados pela exposicédo a diferentes
concentragdes de putrescina, foram realizados diversos ensaios com diferentes bioindicadores.
Ensaios biologicos, 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 meristematicas de A. cepa foram avaliados o potencial genotoxico, por meio do teste
de aberracGes cromossémicas, e mutagénico, por meio da analise de micronucleos. As células
meristematicas expostas a concentracdo de 23 mg/kg de putrescina apresentaram aumento
significativo no indice de mutagenicidade e aumento na frequéncia de aderéncias
cromossémicas, indicando uma acdo aneugénica da substancia. O potencial mutagénico da
putrescina foi avaliado pelo teste de Ames, com as linhagens de S. typhimurium TA 98 e TA
100 (com e sem fracdo metabolizadora). Foi observada uma resposta positiva para as duas
linhagens utilizadas, ap6s ativacdo metabodlica, mostrando que a metabolizagdo da putrescina
aumenta seu potencial de causar mutacbes no DNA. Foram desenvolvidos com células
HepG2, testes de citotoxicidade (MTT e resazurina), genotoxicidade (cometa), de
mutagenicidade (micronucleo com bloqueio de citocinese). Também foram avaliados nestas
células os padrdes de expressdo génica para genes envolvidos com a via de metabolizacdo de
xenobidticos, na resposta a danos no reparo do DNA e estresse oxidativo. Os testes de
citotoxicidade permitiram selecionar concentracBes ndo citotoxicas para a realizacdo dos
demais experimentos com HepG2. Foram estabelecidas as concentracdes de 46,3, 138,9,
231,5 e 324,1 mgl/kg, correspondendo respectivamente a 10, 30, 50 e 70 % da DL50
estabelecida para ratazanas (463 mg/kg). No ensaio do cometa, todas as concentragoes
testadas foram significativas para o critério intensidade da cauda, enquanto que para 0s

critérios comprimento da cauda e momento da cauda, apenas as concentracfes de 10 e 50 %
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foram significativas. Houve aumento da frequéncia de MN para as concentragdes de 10, 30 e
50 %, enquanto que a frequéncia de alteragbes nucleares (brotos e pontes) foram significativas
somente para a maior concentracdo testada (70 %). A expressdo de genes relacionados ao
estresse oxidativo aumentaram, em relacdo ao grupo controle. Houve também aumento da
expressao dos genes de reparo do DNA, principalmente para as concentragdes de 10 e 50 %.
Os genes relacionados ao metabolismo de xenobidticos tiveram maior expressdo nas células
expostas as maiores concentracdes. Esses resultados indicam uma acdo genotdxica e
mutagénica da putrescina para células HepG2 e mostram que a substancia foi capaz de
modular os niveis de expressdo génica desses genes estudados. Os ratos Wistar foram
expostos, por gavage, a trés diferentes concentragdes de putrescina (10, 30 e 50 % da DL50),
durante 56 dias consecutivos. Foram avaliados parametros biométricos, hematoldgicos e
bioquimicos, que forneceram informacdes sistémica sobre o potencial toxico da substancia.
Os animais expostos apresentaram parametros alterados para o peso de érgdo como figado,
rim, pulmao; alteragdes nos indices hematoldgicos (aumento de células vermelhas, plaquetas e
células do sistema imunoldgico); e alteracGes nos parametros bioquimicos, como distarbios
nos indices glicémicos e colesterolémicos. O potencial genotdxico da putrescina foi avaliado
em células sanguineas dos ratos, por meio do ensaio do cometa e do teste do micronicleo em
medula 6ssea. Nestes organismos, a putrescina se mostrou genotoxica para todos 0s grupos
expostos, porém em maior intensidade no grupo exposto a menor concentracéo (46,3 mg/kg).
Essa mesma concentracdo induziu um aumento significativo de eritrécitos policromaticos
micronucleados (EPCMN), confirmando o seu potencial genotoxico. Foram também
avaliados parametros reprodutivos como contagem de espermatozoides nos testiculos e nos
epididimos, expressdo proteica de enzimas envolvidas na biossintese de testosterona,
alteracdes morfologicas, morfométricas e estereoldgicas nos testiculos e morfoldgicas nos
epididimos, além de avaliacdo do estresse oxidativo nos testiculos e nos epididimos. Os
resultados demonstraram forte acdo da putrescina sobre os indices reprodutivos, como
diminuigédo na produgdo espermatica, diminuigdo na expressao de enzimas importantes para a
biossintese de testosterona (CYP11Al, 17B8-HSD e StAR) e inducdo de estresse oxidativo e

alteracbes morfoldgicas.

Palavras-chave: necrochorume, cemitérios, aderéncias cromossémicas, Teste de Ames, ratos
Wistar, genotoxicidade, mutagénicidade, estresse oxidativo, pardmetros reprodutivos,

esteroidogénese.
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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



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, 17B-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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Introducdo Geral 13

1. INTRODUCAO GERAL

O grande desenvolvimento tecnoldgico, agricola e industrial vivenciado pelo mundo
nas Gltimas décadas, teve como uma de suas consequéncias a introducdo de uma vasta
quantidade de novas substancias quimicas potencialmente tdxicas no ambiente (ZAGATO;
BERTOLLET]I, 2006). O ambiente aquatico, por sua vez, tem sido o mais impactado, devido
ao intenso lancamento de efluentes domésticos, industriais e mesmo agricolas, sem o
tratamento adequado. A contaminacgdo dos recursos hidricos pde em risco a disponibilidade de
agua potavel para os organismos e, consequentemente, para 0 homem (MORAES; JORDAO,
2002; MATSUMOTO et al., 2006; MIRANDA; SILVA, 2011; ZENG; WU, 2013). Segundo
Reboucas (1999), somente 0,001 % da &gua existente no planeta corresponde as dguas doces
superficiais, que podem ser utilizadas pelo homem de forma sustentavel e sem caracterizar
impacto ao meio ambiente.

O aumento da populacdo mundial reflete num maior consumo de agua potavel e como
0s recursos hidricos disponiveis estdo cada vez mais comprometidos e escassos, tem havido,
gradativamente, um aumento no interesse de uso de reservas de Aaguas subterraneas
(ALMEIDA et al., 2006). Atualmente, essas reservas se caracterizam como reservatérios de
agua de boa qualidade para o abastecimento de agua potavel (CCE, 2003). Estima-se que 22
% de toda a massa aquatica doce do planeta estdo representadas pelas adguas subterrdneas
(VASCONCELOS et al., 2006). Segundo Falkenmark (2005), um terco da populacdo mundial
é dependente dessas aguas para sobreviver.

A Agéncia Nacional de Aguas — ANA (2007) relata que no Brasil, 0 aproveitamento
das aguas subterraneas é crescente, principalmente nas areas de grandes centros urbanos como
Recife, Fortaleza, Brasilia, Campo Grande e Dourados. No Estado de S&o Paulo,
aproximadamente 70 % dos municipios utilizam, de forma total ou parcial, 0 abastecimento
de 4gua advinda de reservas subterraneas (HIRATA, 2006).

Assim como as aguas superficiais, as aguas subterraneas também vém sofrendo
contaminacdo. As maiores causas de poluicdo tém sido associadas a auséncia de redes de
esgoto, ao langcamento de efluentes industriais diretamente no solo, as praticas convencionais
de cultivo agricola e, mais recentemente, a presenca de cemitérios (MATOS, 2001; NEIRA et
al., 2008).

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

aterros sanitarios, pela grande quantidade de matéria organica e inorganica que Sao
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produzidas, com o agravante de ainda ter a presenca de matéria organica contaminada por
virus, bactérias e substancias quimicas decorrentes de tratamentos de salde, que podem
colocar em risco 0 meio ambiente e a saude publica. Porém, a principal causa de
contaminacdo ambiental pelos cemitérios é o liquido liberado intermitentemente pelos
cadaveres em putrefacdo, denominado de necrochorume (COSTA SILVA; FILHO, 2008).
Diversos estudos estdo sendo realizados sobre o potencial de contaminagdo do
necrochorume, porém ainda pouco se sabe sobre as propriedades fisico-quimicas deste
contaminante. A maioria dos estudos ja realizados tem se preocupado, quase que
exclusivamente, com a contaminacdo dos solos, das &guas subterrdneas e superficiais por
virus, bactérias e metais. Os componentes quimicos do necrochorume, como por exemplo a
poliamina putrescina, praticamente ndo tem sido avaliada quanto ao seu potencial como
poluente ambiental e quanto aos seus efeitos sobre 0s organismos expostos. Porém, esse
contaminante € produzido em quantidade consideravel no necrochorume e apresenta potencial

téxico reconhecido.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Cemitérios como fonte de contaminagdo ambiental
Os cemitérios podem trazer sérias consequéncias ambientais, em particular na
qualidade das aguas subterraneas, ocasionadas, pela infiltracdo das aguas pluviais no solo
contaminado com os compostos derivados da putrefacdo dos corpos, bem como pela prépria
percolagdo destes compostos (FOFONKA et al., 2006) (figura 1).

Figura 1: Esquemas de contaminacdo do solo e lencdis freaticos pelo necrochorume. Adaptado de
Pacheco (2000).

De acordo com a Organiza¢gdo Mundial da Saude (WHO), a instalacdo da maioria dos
cemitérios é feita em terrenos de baixo valor econémico, sem a prévia avaliacdo geoldgica e
hidrogeoldgica do local, o que pode refletir em uma maior probabilidade de contaminagédo
(WHO, 1998; SILVA et al., 2006).

A principal causa de polui¢do promovida pelos cemitérios sdo os compostos derivados
da putrefacdo dos corpos, denominado de necrochorume, que séo liberados, principalmente,
durante o primeiro ano do sepultamento (COSTA SILVA; FILHO, 2009). Esse processo de
decomposigdo cadavérica depende de fatores intrinsecos e extrinsecos ao organismo. Como
fatores intrinsecos, estdo a idade, constituicdo corporal, flora intestinal e a causa da morte. Ja
os fatores extrinsecos estdo relacionados com a temperatura, humidade, presenca de insetos,
vermes e outros organismos, assim como das caracteristicas e composi¢cdo do solo
(OLIVEIRA et al., 2013).
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Durante o processo de putrefacdo, os tecidos moles sofrem acGes fisica, quimica e
biologica e sdo transformados em gases, liquidos e minerais, formando uma massa
putrescente de odor desagradavel. A decomposicdo é dada, principalmente, pela acdo de
bactérias enddgenas e exoOgenas, que fermentam a matéria organica, decompondo
carboidratos, proteinas e lipidios (DENT et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2013).

Um cadaver de aproximadamente 70 kg produz até 24 litros de gases variados e 30
litros de necrochorume, que é um liquido mais denso que a agua (densidade 1,23 g/cm?®), de
cor castanho-acinzentada e de muito mau cheiro. O necrochorume é composto por 60 % de
agua, 30 % de substancias mineralizadas e 10 % de substancias orgénicas complexas
(MARQUES SILVA, 1998; FELICIANI; ANDRADE; BERTOLOZZO, 2007). Dentre as
substancias organicas do necrochorume, proveniente da decomposicdo de proteinas, estdo a
diamina cadaverina (CsH14N2), derivada do aminoacido lisina, e a poliamina putrescina
(C4H12N2), derivada do aminodcido ornitina. Essas duas aminas biogénicas apresentam odores
muito desagradaveis, sdo altamente sollveis em agua e geram ions aménia (NH4"), quando
degradadas (ALMEIDA; MACEDO, 2005; MELO et al., 2010).

Os gases produzidos durante esse processo de decomposicdo sdo H.S (acido
sulfidrico), CH4 (metano), NHz (aménia) e CO- (gas carbdnico) (MATOS, 2001; PALMA,;
SILVEIRA, 2011). Almeida e Macedo (2005) afirmam que o odor exalado pelo cadaver em
putrefacdo é causado por alguns destes gases e pela presenca de mercaptanos, substancia que
contém sulfeto de hidrogénio ligado ao carbono. Outros poluentes também estdo presentes,
como os éxidos metalicos (Ti, Cr, Cd, Pb, Fe, Mn, Hg, Ni e outros), lixiviados dos aderecos
das urnas mortudrias e substdncias utilizadas na preparagdo dos corpos, durante 0s
procedimentos funerarios (SILVA, 1998).

Pacheco et al. (1991) constataram, em trés cemitérios paulistas, a contaminacao
microbioldgica do aquifero freatico. Migliorini (1994) observou um aumento da concentracao
de ions e compostos nitrogenados nas aguas subterrdneas préximas ao cemitério de Vila
Formosa em S&o Paulo — SP. Pequeno Marinho (1998) também constatou a presenca de
bactérias e compostos nitrogenados no aquifero freatico proximo ao cemitério de Sdo Jodo
Batista em Fortaleza - CE. Silva (1995) investigou cerca de 600 cemitérios em todo o Brasil
(75 % municipais e 25 % particulares) e observou uma incidéncia de 15 a 20 % de casos de
contaminacéo do subsolo, devido ao necrochorume.

Ugisik e Rushbrook (1998) afirmam que cemitérios alocados em solos vulneraveis ou
em solos com a capacidade depurativa excedida apresentam grandes chances de contaminagao

das aguas subterraneas. Diferentes relatdrios afirmam que o necrochorume forma uma pluma
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de contaminacéo salina, devido a sua viscosidade e densidade em relacéo a 4gua. Essa pluma
se espalha lentamente sob as covas na direcdo do gradiente hidraulico, contaminando solos,
aguas superficiais e dguas subterraneas (OLIVEIRA et al., 2013).

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

organicas derivadas da amonia. Na biologia, o termo esta relacionado a compostos formados
ou degradados durante os processos metabdlicos normais dos seres vivos, apresentando
diferentes fungdes fisiologicas e por isso chamadas de “aminas bioativas” ou aminas
biogénicas. As aminas sdo classificadas de acordo com o nimero de grupos aminicos em:
monoaminas (tiramina e feniletilamina); diaminas (histamina, serotonina, triptamina e
cadaverina) e poliaminas (putrescina, espermina e espermidina) (GIROTO et al., 2010).

As poliaminas sdo moléculas alifaticas, lineares e de baixo peso molecular,
encontradas em todos 0s organismos Vvivos e sdo responsaveis pela modulacdo de varias
funcdes fisiologicas (RAMANI et al., 2014). Dentre as fungdes fisioldgicas dependentes dos
niveis intracelulares das poliaminas estdo o crescimento dos organismos, a diferenciacdo
celular e os processos apoptéticos (THOMAS; THOMAS, 2001; CRISS, 2003). Em
guantidades fisiologicas, elas regulam a replicacio do DNA e a transcricdio 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 concentracdes de poliaminas podem ser toxicas, 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 niveis
intracelulares destas moléculas. Este processo produz &cido gama-aminobutirico, 3
acetamidopropanal, peréxido de hidrogénio (H202) e am6nia. O H202 e aldeidos derivados
da amodnia, produzidos durante a degradacdo das poliaminas, promovem estresse oxidativo e
morte celular (THOMAS; THOMAS, 2001; PEGG, 2013).

Os niveis intracelulares de poliaminas sdo fortemente regulados por processos de
biossintese, catabolismo e/ou transporte. Essa regulacdo é feita por meio de mecanismos
altamente especializados a nivel de transcricdo, traducdo e degradacdo de proteinas
envolvidas nestas vias, que sdo estimuladas pelas concentracfes intracelulares de poliaminas.

Estas caracteristicas sdo altamente conservadas em todos 0s organismos vivos, indicando que
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a regulagdo dos niveis destas moléculas € critica para a sobrevivéncia celular (MILLER-
FLEMING et al., 2015).

2.3. Putrescina
Dentre as substancias produzidas pela decomposicdo 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 fisioldgicos, por se tratar de uma
molécula precursora para outras duas poliaminas, a espermidina e a espermina, ambas
importantissimas no processo de proliferacdo celular.

A Putrescina é uma poliamina formada a partir do aminoécido ornitina, por meio de
uma reacdo catalisada pela enzima ornitina descarboxilase (OCD). A ornitina, por sua vez, é
originada da clivagem do aminodcido arginina, por uma reacdo catalisada pela arginase
(MORGAN et al., 1998) (figura 2).
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L-Arginina P L-omitina
Arginina /\
descarboxilase H.0 urea
Ornitina
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Figura 2: Via de biossintese das poliaminas. Adaptado de Soda (2011).

Devido a importancia na fisiologia celular, os niveis de poliaminas sdo regulados nas
células e tecidos por meio de biossintese, catabolismo e absor¢do. Porém, Ladero et al. (2010)
destacaram que ap6s administragdo oral de putrescina em animais de laboratorio, foram

observados efeitos adversos como taquicardia, insuficiéncia cardiaca e hipotensé&o.
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Testes com putrescina marcada radioativamente com carbono 14 [*C] revelaram que
0 tempo necessario para a absor¢do da substancia por via gastrointestinal, disseminagéo
sistémica e deteccdo na corrente sanguinea € de apenas 30 minutos. A rapida absor¢do induziu
um aumento de enzimas que transformam a putrescina em outras poliaminas, o que revelou a
necessidade de se controlar a ingestdo de tal substancia (BARDOCZ et al., 1995; SEILER,;
RAUL, 2007).

Estudos tem revelado que poliaminas estdo fortemente ligadas ao aparecimento de
neoplasias do intestino. Existem cada vez mais evidéncias de que a putrescina e a espermidina
tem um papel importante na promocéo da transformagao maligna. Células de cancer colorretal
apresentam niveis maiores de poliaminas que os tecidos adjacentes ou que o tecido normal
equivalente, destacando a possivel importdncia da putrescina exogena no Sseu
desenvolvimento (GERNER; MEYSKENS, 2004).

Til et al. (1997), avaliaram, por meio de administracdo oral em ratos Wistar machos e
fémeas, a toxicidade aguda e subaguda de cinco aminas biogénicas, entre elas a putrescina. Os
animais de ambos os sexos, tratados com 5000 ppm de putrescina, tiveram a média do peso
corporal e ingestdo alimentar diminuidas. Neste experimento ainda foi observado que a
atividade da enzima alanina aminotransferase (ALT) e o peso relativo do cérebro foram
ligeiramente aumentados nas fémeas do grupo expostos.

Shelepov et al. (1990) observaram mudancas rapidas e significativas no metabolismo
de carboidratos e lipidios. Para baixas doses de putrescina, administrada oralmente (30
pumol/100g), foram observados efeitos semelhantes aqueles induzidos pelo glucagon e
adrenalina. Para doses mais elevadas (60 — 120 pumol/100g), foram observados aumento nas
reservas de glicogénio, reducdo acentuada nos niveis de acidos graxos ndo esterificados e
lipidios totais, semelhantes aos efeitos combinados da insulina com glicocorticoides. Estes
resultados sugerem que o nivel aumentado desta poliamina no sangue pode produzir
alteragBes entre os carboidratos e 0 metabolismo lipidico.

Um estudo realizado em frangos alimentados por 14 dias com diferentes quantidades
de putrescina revelou que a concentragdo de 0,2 % desta substdncia aumenta a taxa de
crescimento da ave, quando comparados ao grupo controle. J& as concentragdes iguais ou
superiores a 0,4 % promovem um acumulo desta poliamina em 6rgéos como figado, rim e
musculos e as concentracfes de 0,8 % e 1,0 % sdo toxicas para esses organismos testados
(SMITH, 1990).

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

putrescina, como resultado de uma maior absorcéo a partir do meio ou por aumento da sintese
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intracelular, provoca apoptose. Para 0 mesmo autor, 0s locais exatos em que as poliaminas
interagem com 0s sinais apoptdticos sdo pouco conhecidos. No entanto, algumas observagdes
estdo relacionadas com a capacidade das poliaminas modularem e bloquearem os varios tipos
de canais ibnicos. Em células de hepatoma de rato, a putrescina exdgena induziu um aumento
no nivel intracelular de Ca?*. Em células T CD4, diferentemente das células T CD8 a
putrescina inibiu a acdo da concanavalina-A, uma molécula indutora do influxo de Ca*,
demonstrando que o efeito desempenhado pela putrescina pode ser dependente da

especializacdo 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 sdo considerados sensiveis e mais faceis de serem realizados,
guando comparados aos experimentos que utilizam animais (FERNANDES et al., 2007).
Atualmente, o sistema-teste A. cepa é amplamente utilizado em bioensaios por serem de fécil
realizacdo, de rapida obtencdo dos resultados, de baixo custo e favoravel para a avaliacdo de
substancias promotoras de danos cromossdémicos e de alteracdes no ciclo mitotico, devido as
condi¢cdes cromossdmicas especificas como cromossomos grandes e em numero reduzido
(2n=16) (LEME; MARIN-MORALES, 2009). Grant (1982) e Carita e Marin-Morales (2008)
descrevem A. cepa como um sistema teste de rotina, eficiente para avaliar o potencial
genotdxico de substancias quimicas, por apresentar sensibilidade e boa correlagdo com
sistemas teste de mamiferos. Outra planta muito utilizada em bioensaios € a Tradescantia ssp.
Esta espécie apresenta apenas seis pares de cromossomos grandes, que sdo facilmente
observaveis em células da ponta da raiz e do tubo polinico em desenvolvimento. Ensaios
realizados com essa espécie podem ser excelentes para avaliagdo de danos citogenéticos
induzidos por quimicos (GRANT, 1982; ANSOAR RODRIGUEZ et al., 2015). Plantas deste
género podem ser usadas como bioindicadoras de mutagenicidade, por meio de testes do
micronucleo em células meiodticas (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, proteinas e linhagens celulares mantidas em cultura. Essa técnica
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permite predizer a toxicidade de uma substancia para os seres vivos em geral e também,
especificamente, para os seres humanos (BEDNARCZUK et al., 2010).

Entre essas técnicas, as culturas celulares vém apresentando grande aplicacdo em
estudos de genotoxicidade, mutagenicidade e no estudo do céncer. Ensaios in vitro tém
contribuindo para o melhor entendimento de processos que causam perturbacdes nas
interacbes celulares e que levam ao desenvolvimento de neoplasia, assim como para
identificar agentes carcinogénicos (MACHADO et al., 2005). As principais vantagens do uso
de culturas de células é a possibilidade de controlar as condi¢des de experimentacao; analisar
pardmetros independentes, conforme o interesse da pesquisa; realizar um elevado nimero de
testes em um intervalo de tempo reduzido; reduzir tanto os ensaios realizados com animais
como 0s custos da experimentacao animal. Por outro lado, ainda existem muitas desvantagens
como: perda de caracteristicas fenotipicas, sistema bioldgico fora do ambiente natural,
auséncia de sinais sisttmicos importantes no organismo (SIGMA, 2008). Atualmente,
diversas linhagens celulares estdo disponiveis, sendo muitas delas ja usadas em ensaios
toxicolégicos.

Existe um consenso geral de que testes in vitro sao Uteis para a identificacdo de
agentes genotdxicos e mutagénicos. Porém, como esses ensaios podem induzir a resultados
positivos que, aparentemente, ndo conferem riscos carcinogénicos reais para 0S organismos,
se torna necessario, para a maior confiabilidade dos efeitos observados, a complementacao

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

2.4.3.Bioensaios In vivo

A experimentacdo animal na pesquisa cientifica tem contribuido para o
desenvolvimento da ciéncia e tecnologia, promovendo ao longo dos anos a descoberta de
medidas profilaticas e tratamento de enfermidades que acometem os seres humanos. Animais
de vaérias espécies tém sido utilizados como organismo teste, mas camundongo e ratos sdo 0s
mais utilizados e conhecidos para este fim (CHORILLI; MICHELIN; SALGADO, 2007).
Desde o século XIX, quando os camundongos foram introduzidos em estudos de laboratorio,
eles se transformaram em um dos mais importantes animais experimentais. Isto se deve as
caracteristicas desses organismos para experimentacao, tais como baixo custo e facilidade de
manutencdo de plantéis, ciclo de vida curto, semelhanca fisiologica com o organismo
humano, dentre outras vantagens. A utilizacdo de ratos em pesquisas cientificas é posterior ao
uso de camundongos, mas hoje os ratos sdo 0s animais de laboratorio mais comumente

utilizados. Isso se deve ao fato desses organismos, além de apresentarem facil manejo e
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observacdo, possuirem volumes maiores de fluidos corporais, 0 que se mostra mais adequado
para a avaliagdo de mais parametros com 0S mesmos animais, e a possibilidade de obtengéo
de linhagens especiais, por meio de selecdo genética, caracterizando-se, assim, em um
organismo muito Util em pesquisas especificas (ANDERSEN et al., 2004; NETTO, 2006).

O meio cientifico tem promovido diversas discussdes sobre alternativas viaveis para a
substituicdo do uso de animais em experimentacao cientifica. A tendéncia mundial, hoje, é de
se reavaliar o nimero de animais realmente necessarios para o desenvolvimento dos
experimentos in vivo. Essas agdes tiveram inicio com o surgimento de um programa
internacionalmente conhecido como 3Rs (Redution, Refinement and Replacement: reducéo,
refinamento e substituicdo), que objetiva, diminuir o nimero de animais experimentados,
minimizar a dor e o sofrimento e buscar melhores alternativas para a realizacdo de
experimentacao in vivo (CAZARIN et al., 2004).

2.5. Estudos de exposicao sistémica, por meio de avaliacdes hematoldgicas e
bioquimicas
As alteracdes de alguns parametros bioldgicos especificos em modelos experimentais

animais podem estar relacionados com efeitos terapéuticos e/ou toxicologicos. Entre o0s
parametros mais utilizados em pesquisa toxicoldgica, estdo os valores bioquimicos e
hematol6gicos, por estes serem de grande importancia para a determinagcdo dos efeitos
induzidos por tratamento farmacoldgicos (PETTERINO; ARGENTINO-STORINO, 2006).

Uma grande vantagem no uso destes parametros toxicologicos é o fato deles
fornecerem informacGes sobre os efeitos bioldgicos dos poluentes e indicagdes dos seus
mecanismos de acdo, diferente das avaliagcBes quimicas, que apenas permitem a quantificacdo
desses poluentes no ambiente. Os parametros hematol6gicos sdo considerados indicadores
fisiohistopatoldgicos sistémicos e, consequentemente, um importante fator para o diagndstico
do status estrutural e funcional do animal, ap6s a exposicdo a uma dada substancia toxica
(ADHIKARI et al., 2004).

Estes parametros, tanto bioquimicos quanto os hematoldgicos, podem ser usados na
identificacdo de sinais iniciais de danos sobre o animal experimentado e, assim, se
caracterizarem em indicios de uma intervencdo, antes dos efeitos prejudiciais irreversiveis
tornarem-se inevitaveis. Eles também fornecem informacdes sobre as relacfes causa/efeito da
exposicdo aos xenobioticos, com a vantagem de serem bioindicadores rapidos para esta
analise (MARTINEZ, 2006).
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Pardmetros sanguineos como: hematdcrito, hemoglobina, volume corpuscular,
concentracdo de hemoglobina corpuscular podem ser usados, em situag@es especificas, como
biomarcadores de efeitos toxicos (VAN DER OOST et al., 2003).

Os testes de funcdo hepatica destacam-se entre os parametros avaliados, uma vez que
o figado € o principal 6rgao de detoxificacdo dos organismos. Os testes bioquimicos de rotina
incluem as dosagens de bilirrubinas, albumina, Aspartato Aminotransferase (AST), Alanina
Aminotransferase (ALT), Fosfatase Alcalina (FA) e proteinas totais (MOTTA, 2009).

A funcéo renal pode ser avaliada pela capacidade dos glomérulos filtrarem a creatinina
sérica. Os valores séricos aumentados deste composto organico nitrogenado, indicam a
deterioracdo da funcéo renal (KIRSZTAN, 2007).

Os ratos Wistar sdo os modelos animais mais comumente utilizados em ensaios de
toxicidade e em avaliacbes pré-clinicas, embora as disponibilidades dos valores de referéncia
para esta linhagem ainda sejam limitadas (ORLANDINE, 2012).

O uso de condicdes ideais e padronizadas para o desenvolvimento dos experimentos é
de extrema importancia para a obtencao dos resultados. Boas condi¢des no desenvolvimento
experimental permitem uma interpretacdo adequada dos dados, podendo inferir se as
alteracdes observadas, seguramente, estdo relacionadas com a administracdo da substancia
testada. Vale lembrar, que varidveis como a idade e sexo dos animais podem interferir nos

resultados dos exames hematoldgicos e bioquimicos (PAINA, 2007).

2.6. Avaliacdo do potencial genotoxico de substancias quimicas
O termo genotoxicidade se refere a alteracBes que um determinado agente promove no

material genético de um organismo. Essas alteracGes podem ser decorrentes, por exemplo, de
lesBes nas fitas de DNA, sintese de DNA ndo programada e trocas entre cromatides-irmas. Os
efeitos genotoxicos podem ser transitérios, quando sdo susceptiveis de reparo, diferentemente
dos mutagénicos, que caracterizam alteracGes permanentes no contetdo 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 mamiferos) sdo usados para detectar danos no material genético,
promovidos por acdo de substancias toxicas. Esses ensaios também permitem reconhecer as
potencialidades genotoxica das substancias.

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

determinada por meio de aplicacdo de diferentes técnicas (in vitro e in vivo), realizadas com
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diferentes organismos (uni e pluricelulares) e diferentes vias de exposicdo, para que
contemple a grande diversidade e complexidade de respostas bioldgica. Neste contexto,
quando o alvo do estudo é buscar resultados que se aproximem mais das respostas dos seres
humanos, os organismos mais frequentemente usados sdo os mamiferos, por estes terem uma
maior identidade fisiolégica com o homem.

Segundo Dallegrave (2006), os estudos da genotoxicidade de xenobidticos sdo
importantes, porque permitem avaliar os efeitos hereditarios deletérios ou letais para todos 0s
organismos nativos de um determinado local, incluindo os seres humanos. Esses efeitos sdo
dependentes de caracteristicas como a forma e a quantidade de exposicao, natureza quimica e
condigdes do ambiente. E importante ressaltar que a exposigio cronica, dada por baixas doses,
¢ acumulativa e também pode induzir tais danos genéticos (BENACHOUR et al., 2007;
ZHAO et al., 2009).

Testes genotoxicos sao rotineiramente realizados para identificar substancias quimicas
que apresentam potenciais genotdxicos capazes de induzirem processos mutagénicos e
carcinogénicos nas células germinativas. Com relacdo a identificacdo de compostos
genotoxicos potencialmente cancerigenos, sdo selecionados testes padrdes, para caracterizar
dois tipos de danos genéticos: mutagdes nos genes e danos cromossémicos. Porém, para se
entender o0 modo de acdo de uma substancia ou para a certificagdo da sua atividade, é
necessario o desenvolvimento de uma bateria de testes adicionais aos testes inicialmente
desenvolvidos (THYBAUD et al., 2007). Desta forma, os testes de genotoxicidade tém como
objetivo detectar a quantidade de danos nucleares e avaliar os resultados, no contexto da
sobrevivéncia da célula (KRISCH-VOLDERS, 1997).

Um dos testes mais utilizados para a analise da genotoxicidade de determinados
compostos é o ensaio do cometa, também conhecido como ensaio de eletroforese em gel de
célula unica (SCGE, do inglés “single cell gel electrophoresis™). As vantagens do teste do
cometa sobre outros testes, para a avaliacdo de genotoxicidade, sdo: a sua simplicidade de
realizacdo; a sua sensibilidade; e a obtencdo de resultados rapidos, que permitem a
quantificacdo e deteccdo de quebras de DNA e danos em sitios alcali-labeis, in vivo e in vitro,
realizados com um pequeno nimero de células (CHRISTOFOLETTI et al., 2009; COLLINS,
2004). Este teste também pode ser utilizado em monitoramento ambiental, toxicidade de
agentes isolados, ecotoxicologia e estudos clinicos, para avaliar os danos que um determinado
agente fisico ou quimico possa promover no DNA (SPEIT et al., 2009).

Outro ensaio amplamente utilizado para se avaliar a potencialidade genotdxica de

substancias, tanto in vitro quanto in vivo, é o ensaio do microntcleo. Os microntcleos (MN)
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podem ser induzidos por vérios fatores, como estresse oxidativo, exposicdo a agentes
clastogénicos ou aneugénicos, defeitos genéticos nos checkpoints do ciclo celular e/ou nos
genes de reparo do DNA (BONASSI et al., 2007). Essas estruturas também podem aparecer
apos o processo de divisdo celular, como resultado de quebras cromossémicas, formando
fragmentos acéntricos, ou de perdas de cromossomos inteiros, que ndo se associaram ao fuso
mitético, portanto ndo segregaram adequadamente para as células filhas. Na teldfase, estes
materiais genéticos (fragmentos cromossémicos ou cromossomos inteiros) serdo envolvidos
por membrana, formando uma estrutura semelhante a um pequeno nucleo. Assim, o MN pode
representar tanto uma alteragdo cromossdmica estrutural como uma alteracdo numeérica
(RIBEIRO et al., 2003; KIRSCH-VOLDERS et al., 2011).

Os testes in vivo oferecem maiores informacdes sobre as condi¢cdes 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 6ssea de roedores é bastante
usado para a deteccdo de agentes clastogénicos (promotores de quebras cromossomicas) e
aneugénicos (relacionados com efeitos sobre as fibras do fuso). O teste se caracteriza em
avaliar se 0 agente testado promoveu alteracGes celulares em eritrocitos policromaticos
anucleados, que decorreram em formagéo de MN, ou relacionar a presenga de um MN a um
dano cromossdmico recente. Por ser de fécil identificacdo e ter distribuicdo bem definida, os
resultados obtidos com o teste do MN, in vivo, fornecem fortes evidéncias da genotoxicidade
sistémica do composto quimico, avaliado sob condi¢des experimentais apropriadas (RIBEIRO
etal., 2003).

Durante a maturacdo das celulas da linhagem eritrocitaria na medula dssea, o ndcleo
principal é expelido do eritrocito nucleado, mas o MN fica retido no citoplasma da célula. A
analise de MN em eritrécitos € realizada em eritrdcitos policromaticos (PCEs, eritrocitos

jovens) (figura 3).
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Figura 3: Formacéo dos eritrécitos policromaticos (PCE) e normocromatico (NCE) na medula 6ssea.
O eritroblasto, durante seu processo de maturacdo, da origem ao eritrécito policromatico (eritrécito
imaturo no qual o nacleo foi expulso), que sofre maturagdo, transformando-se em eritrécito
normocromatico (maduro), que atinge a corrente sanguinea (adaptado de RIBEIRO et al., 2003).

Diversos estudos comprovaram a eficacia do teste do MN como indicador de danos
citogenéticos em células cancerigenas. O aumento da frequéncia de MN é indicativo de
elevacdo das taxas de mutagdes, o que esta relacionado com o desenvolvimento de neoplasias
(CARVALHO et al.,, 2002). A avaliacdo da frequéncia de MN em linfocitos de sangue
periférico é extensivamente realizada em epidemiologia molecular e em citogenética, para
avaliar a presenca e a extensdo dos danos cromossdmicos nas popula¢ées humanas expostas a
agentes genotoxicos ou para estimar o perfil de susceptibilidade genética do organismo a um
dado agente toxico. A alta confiabilidade e o baixo custo da técnica contribuiram para o
sucesso mundial e adocdo deste biomarcador em estudos de danos genéticos, tanto in vitro
quanto in vivo (BONASSI et al., 2007; MAISTRO, 2014).

2.7. Efeitos toxicos sobre o sistema reprodutor
Sabendo que o sistema reprodutor é suscetivel a mudancas quando exposto a

substancias toxicas, contaminantes ambientais e a medicamentos, podemos definir toxicidade
reprodutiva por qualquer alteracdo da funcdo normal dos componentes e funcionamento
fisiolégico do sistema reprodutor. As avaliagdes de risco sobre o potencial de uma substancia
causar efeitos sobre o sistema reprodutor séo realizadas com base em informacges obtidas de
estudos com humanos. Na falta destas informacGes, sé&o usados dados obtidos de
experimentacdo animal. S8o inumeros o0s agentes toxicos capazes de causar danos

reprodutivos tanto em humanos quanto em animais (BUFALO, 2007).



Revisdo da Literatura 27

Os primeiros relatos de riscos ambientais para a fungdo reprodutiva masculina
surgiram na década de 70, quando trabalhadores expostos, ocupacionalmente, a0 nematicida
1,2-dibromo-3-cloropropano (DBCP) apresentaram severos prejuizos na espermatogénese
(SLUTSKY et al., 1999). Desde entdo, uma maior atencdo tem sido dada aos efeitos toxicos
das substancias quimicas sobre os testiculos, onde a maioria dos estudos tem demonstrado que
esses efeitos provém do estresse oxidativo, sofrido pelos espermatozdides. Estes apresentam
em sua membrana uma grande quantidade de acidos graxos poliinsaturados que sofrem danos
peroxidativos, induzindo a formacéo de EROs, que sdo uma das maiores causas da reducédo da
viabilidade e fertilidade dos espermatozéides (ALVAREZ; MORAES, 2006).

Existem cada vez mais evidéncias de que as substancias quimicas introduzidas no
ambiente sdo capazes de afetar o sistema enddcrino dos seres vivos. As enzimas envolvidas na
via de biossintese de esteroides sdo alvos importantes para a¢do de varios produtos quimicos
que perturbam o sistema enddcrino. Os efeitos sobre a biossintese de esteroides podem
resultar em um prejuizo nos indices de reproducdo, alteracdes na diferenciacdo sexual e no
crescimento e desenvolvimento de certos tipos de tumores (SANDERSON, 2006).

A sintese de testosterona ¢ mediada pelo horménio luteinizante (LH), que é produzido
e secretado pela hipdfise. A exposicdo das células de Leydig ao LH causa um aumento de
adenosina monofosfato ciclico (AMPc) e adenilato ciclase. A primeira etapa da
esteroidogénese se da pela transferéncia do colesterol de fora da membrana mitocondrial para
o0 interior da membrana da mitocondria, onde é clivado em pregnenolona, que é um processo
mediado pela proteina StAR (Steroidogenic Acute Regulatory Protein). A metabolizacdo do
colesterol em pregnenolona, que ocorre dentro da mitocondria, depende de uma reacdo de
clivagem da cadeia lateral do colesterol, catalisada pela proteina CYP11A. A pregnenolona
formada sai da mitocondria e é desidrogenada na posicdo 3-p, pela enzima 3 B-HSD. A
pregnenolona e a progesterona sao hidroxiladas pela enzima P450cl17 no reticulo
endoplasmatico, 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 B-HSD, outra enzima do reticulo endoplasmatico,
reduz a dehidroepiandrosterona em androstenediol e a androstenediona em testosterona
(figura 4). AlteracOes nessas etapas podem comprometer a secrecdo de testosterona e,
consequentemente, a fungédo reprodutiva dos animais (DOMENICE et al., 2002; BLAHA et
al., 2006; KILARKAJE, 2014).
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Figura 4: Biossintese de testosterona nas células de Leydig, mostrando a via enzimatica da
transformacao do colesterol em testosterona (adaptado de KILARKAJE, 2014).

Todo esse processo ocorre nas células de Leydig, localizadas no intersticio dos
tubulos seminiferos dos testiculos, que sdo responsaveis pela producédo de cerca de 95 % da
testosterona circulante no homem adulto. Essas células apresentam complexo de Golgi bem
desenvolvido adjacente ao nucleo; mitocdndrias abundantes, variando de forma e tamanho;
citoplasma acido6filo com areas claras, correspondentes as goticulas de lipideos; grande
guantidade de reticulo endoplasmatico liso e rugoso; peroxissomos e lisossomos
(CARVALHO et al., 2005).

Os efeitos adversos de varios contaminantes ambientais sobre a funcdo reprodutiva,
tem sido motivo de muita preocupacdo nos ultimos anos (MATHUR; D'CRUZ, 2011). A
maioria dos quimicos ambientais sdo compostos hormonalmente ativos que atingem o sistema
enddcrino e causam anomalias reprodutivas (CRAVEDI et al., 2007). Descobertas recentes
sobre reproducdo humana tém mostrado que a infertilidade pode afetar de 15 a 20 % dos
casais em paises industrializados, dados superiores aos indices obtidos no inicio dos anos 60.
Um estudo de metandlise realizado por Carlsen et al. (1992) mostrou uma diminui¢cdo mundial
de quase 50 % na contagem de espermatozoides de homens adultos, entre os anos de 1940 e
1960.

Substancias quimicas que atingem o sistema endocrino estao entre as maiores ameacas

ambientais conhecidas. Ao imitar hormo6nios naturais, estes compostos quimicos podem



Revisdo da Literatura 29

interagir com o sistema enddcrino e exercer efeitos tdxicos. Numerosos estudos tém
demonstrado a interacdo dessas substancias com receptores hormonais dos testiculos, que
interferem com a proliferacdo e diferenciacdo de células espermatogénicas (SARADHA;
MATHUR, 2006).
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral
A putrescina € uma substancia quimica encontrada no necrochurume e que,
ocasionalmente, pode causar contaminacfes ambientais e colocar em risco a salde dos seres
vivos. O objetivo deste trabalho foi produzir e compilar a maior quantidade possivel de
informagdes sobre seu potencial toxicoldgico, para diferentes sistemas bioldgicos (in vitro e

in vivo) e descrever o mecanismo de acdo de diferentes concentracOes testadas.

3.2. Objetivos especificos

e Auvaliar o potencial citotoxico, genotdxico e mutagénico da putrescina, por meio da
realizacdo de ensaios com diferentes concentragcdes, em células meristematicas de A.
cepa;

e Estimar a mutagenicidade de diferentes concentragdes de putrescina, por meio do teste
de Ames realizado com as linhagens TA 98 e TA 100 de S. Typhimurium, com e sem
ativacdo metabdlica;

e Determinar as concentracdes citotoxicas de putrescina para células HepG2, por meio
do teste de MTT e do teste de reducgéo da resazurina;

e Avaliar os possiveis efeitos genotoxicos e mutagénicos da putrescina, por meio do
ensaio do cometa e do teste de microndcleos, em células HepG2;

e Avaliar as alteracbes no padrdo de expressdao de genes envolvidos nas vias de
metabolizacdo de xenobioticos, reparo do DNA e estresse oxidativo, em células
HepG2;

e Analisar os efeitos toxicos da putrescina em ratos Wistar, por meio de analises

hematoldgicas, bioquimicas e biométricas;

e Investigar o potencial genotéxico e mutagénico da putrescina, por meio do ensaio do
cometa realizado com células sanguineas e do teste de micronucleo em medula 6ssea
de ratos Wistar;

e Analisar os efeitos da putrescina sobre a producéo de espermatozoides, em testiculos e

epididimos de ratos Wistar;
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e Analisar alteracdes na expressao proteica de proteinas envolvidas na via de producao
da testosterona, por meio de western blotting;

e Investigar as alteracdes morfologicas, morfométricas e estereoldgicas em testiculo de
ratos Wistar expostos a diferentes concentragdes de putrescing,;

e Analisar os niveis de estresse oxidativo em testiculos e epididimos de ratos Wistar

expostos a diferentes concentragdes de putrescina.
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4 MATERIAIS E METODOS
Os materiais e metodos serdo apresentados de acordo com 0s organismos testes

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

organismos teste.

—

Figura 5: Organismos teste e experimentos realizados com putrescina

4.1 Substancia quimica avaliada
Para o desenvolvimento dos ensaios, foi utilizada a poliamina putrescina (1,4-

Diaminobutano, férmula 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 concentragdes de exposicdo inferiores a DLso oral estabelecida para ratazanas (463
mg/kg), conforme informacgdes disponiveis na ficha de seguranga do produto. A formula

estrutural da substancia esta representada na figura 6.

NH
H2N/\/\/ 2

Figura 6: Formula estrutural da putrescina.
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As concentragOes de putrescina avaliadas nos diferentes bioensaios estdo apresentadas
na tabela abaixo (Tabela 1).

Tabela 1: Concentracdes utilizadas para os diversos bioensaios, em relacdo a DLso de putrescina para
ratazanas.
Bioensaios Concentracoes testadas nos diferentes organismos e bioensaios

Allium cepa

% da DLS0 ~0,16% ~0,32% ~0,65% ~1,3% ~3% ~4% ~5% 10% 30% 50%

mg/kg 0,75 1,5 3 6 13 18 23 46,3 138,9 231.5
Ames
0, 0, 0, 0, 0, 0, 0,
% da DL50 0,1 % 1% 5% 10% 30% 50% 70%
mg/kg 0,46 4,63 23,15 46,3 1389 231,5 324,1

Ensaio de citotoxicidade (MTIT e Resazurina) HepG2
% daDL50 10% 20% 30% 45% 50% 60% 70% 80% 85% 90% 95% 100%
mg/kg 46,3 92,6 1389 1852 231,5 2778 324,1 3704 393,55 416,7 439,85 463
Cometa, Microniicleo e PCR real time HepG2
% as DL50 10% 30% 50% 70%
mg/kg 46,3 1389 231,5 324,1
Bioensaios com Ratos Wistar
% daDL50 10% 30% 50%
mg/kg 46,3 1389 231,5

4.2 Bioensaio com A. cepa

4.2.1 Exposicdo 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 concentracGes 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 &gua Mili-Q e o controle positivo
umedecido com uma solugéo aquosa de Metil metanossulfonato (MMS — 4x10).

ApoOs germinacdo, radiculas com aproximadamente 1,5 cm de comprimento foram
coletadas e fixadas em Carnoy 3:1 (3 partes de etanol para 1 de &cido acético — v:v) e

mantidas em geladeira, onde permaneceram até a sua utilizacdo na confec¢do das laminas.

4.2.2 Teste de aberragfes cromossdmicas e micronucleos em células meristematicas de
A. cepa

As analises citologicas foram realizadas de acordo com o protocolo descrito por Grant
(1982), com algumas modificagdes. As raizes foram submetidas a uma hidrdlise acida em HCI
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IN a 60 °C, durante 9 minutos, seguida de uma lavagem em &gua destilada. Os meristemas
foram submetidos ao reativo de Schiff durante duas horas e, na sequéncia, foram
confeccionadas das laminas. A regido meristematica foi recoberta com laminula e,
suavemente, esmagada com uma gota de Carmim Acético (2 %). Em seguida, as laminulas
foram extraidas em nitrogénio liquido e as laminas foram montadas com resina sintética.
Foram confeccionadas 10 laminas para cada concentracdo e analisadas um minimo de 500
células/lamina. Foram considerados os diferentes tipos de aberragdes cromossdmicas, em
diferentes fases do ciclo celular. As perdas, aderéncias, pontes e atrasos cromossomicos e
também os brotos nucleares foram usados na avaliacdo da genotoxicidade e a presenca de
quebras cromossdmicas e micronucleos como indicativos de mutagenicidade. Os resultados
das diferentes concentra¢6es 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 realizacdo do teste de Ames, foram utilizadas duas linhagens bacterianas: TA
98 (detecta mutagdes do tipo deslocamento do quadro de leitura e apresenta uma mutacéo no
gene responsavel pela sintese da histidina do tipo hisD3052) e a linhagem TA 100 (detecta
mutacdo do tipo substituicdo de pares de bases e apresenta uma mutacao no gene responsavel
pela sintese da histidina do tipo hisG46). Ambas as linhagens apresentam mutacédo rfa, que
aumenta a permeabilidade da parede de polissacarideos bacteriana, facilitando a entrada de
moléculas maiores para o interior da célula; dele¢ao do gene uvrB (AuvrB), que impede o
reparo por excisao; e o plasmideo PKM101 (Apr), o qual apresenta 0 gene mucAB, que
confere resisténcia a ampicilina, por favorecer o reparo pos-replicacdo do tipo sujeito a erros,
além de contribuir para um aumento da taxa de mutacdo espontanea 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 °C, por 16 horas. Em seguida, para 0s ensaios sem
ativagdo metabolica (-S9), foram adicionados 100 pL de cada linhagem celular em tubos de
cultura contendo 500 pL de tampdo fosfato e 100 pL das diferentes concentracdes de

putrescina. Para 0s ensaios com presenca de ativacdo metabolica (+S9), o tampéo fosfato foi
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substituido por 500 puL de mistura S9 [agua destilada estéril, tampao fosfato 0,2 M, NADP 0,1
M, glicose-6-fosfato 1,0 M, solugéo de sais (KCI 1,65 M e MgClI2 0,4M) e fragéo S9 (Sistema
microssomal S9, Moltox)]. O controle positivo (CP) foi realizado da mesma forma que os
ensaios com os tratamentos, porém o volume correspondente as concentracfes da putrescina
foram substituidos pela substancia usada como CP, conforme segue: Oxido de 4-
nitroquinolina (4NQO) (Sigma, CAS No. 56- 57-5), na concentragdo de 0,05 pg/uL, para os
testes realizados na auséncia de ativacdo metabodlica e o 2-aminoantraceno (2AA) (Sigma,
CAS No. 613-13-8), na concentragdo de 0,25 pg/uL, para os testes realizados na presenga de
ativacdo metabdlica.

Para o CN, foram adicionados 100 uL de cada linhagem de bactéria em tubos de
cultura contendo 500 pL de tampdo fosfato ou de mistura S9 e 100 pL de agua mili-Q
(solvente utilizado para diluir a amostra). Os tubos contendo as misturas foram pré-incubados
em banho-maria a 37 °C, por 30 minutos. Em seguida, o0 seu conteudo, acrescido de 2 mL de
agar de superficie, foi vertido em placas de Petri estéreis, contendo agar minimo solidificado.
As placas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 37 °C, por 66 horas. Cada teste foi
realizado em triplicata. Os CP foram realizados em duplicata e 0 CN, em quintuplicata.

Para a andlise de mutagenicidade, as col6nias de bactérias revertentes foram contadas
manualmente e expressas em média + desvio padrdo. O potencial mutagénico foi avaliado
pela quantificacio do numero de colbnias revertentes em cada placa. Os dados foram
avaliados pelo software SALANAL (Salmonella Assay Analysis 1.0), selecionando o0s
modelos de Bernstein ou linear. As concentracdes foram consideradas mutagénicas, quando o
resultado estatistico do teste ANOVA (p<0,05) e da regressdo linear (p<0,05) foram
significativos. Os resultados foram expressos pelo nimero 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 Celulas
do Rio de Janeiro (Duque de Caxias, RJ, Brasil), foram cultivadas em meio MEM (Meio
Minimo Eagle Essencial) com 100U/mL de penicilina/estreptomicina (Gibco, Nova Zelandia),
suplementado com 10 % de soro fetal bovino (Cultilab, Campinas, Brasil). As células foram
mantidas em frascos de cultura descartaveis de 25 cm? em estufa com 5 % de CO,, a 37 °C.
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Para os testes de cometa e de microndcleo, foram utilizados PBS como controle negativo e
uma solucgdo aquosa de Metil Metano Sulfonato - MMS (4x102 M) para o controle positivo.

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

O teste do MTT foi realizado em placas 96 pocos (fundo chato). Foram semeadas,
aproximadamente, 2,34 x 10* células por poco, em um volume total de 100 pL de meio com
soro. As placas foram incubadas por um periodo de 24 horas e, apés este periodo, o meio foi
retirado e um novo meio de cultura (sem soro) foi adicionado, juntamente com 0s tratamentos
nas suas diferentes concentragdes, em um volume final de 200 puL. O controle positivo (CP)
foi realizado com Triton X-100, diluido em meio de cultura sem soro, na concentracdo de 1%
e o controle negativo (CN) realizado apenas em meio de cultura sem soro. Foram testadas
doze diferentes concentragdes de putrescina, por um periodo de 24 horas. Para finalizagdo do
teste, foram adicionados 150 uL. de MTT em cada pogo da placa, seguido da incubagéo por
um periodo de 4 horas, a 37 °C. Na sequéncia, foi descartada a solucdo de MTT e foi
adicionado, em cada pogo, 100 pL de dimetilsulfoxido (DMSO). As placas foram lidas em
espectrofotdbmetro com leitor de microplaca, filtro de 540 nm (Aparelho Multiskan FC —
ThermoScientific). No ensaio de MTT foram testadas 12 diferentes concentracdes,
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 reducdo da resazurina

Para a realizacdo do teste de citotoxicidade com resazurina, foram semeadas células
HepG2 em placas de 96 pocos, contendo100 uL. 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 COza 37 °C, o meio de cultura foi retirado e 200 pL de meio de cultura contendo as
diferentes concentracdes de putrescina foram adicionados nos pogos correspondentes a cada
concentracdo. O CP e CN foram os mesmos utilizados para o teste de MTT. As células foram
expostas por 24 horas a putrescina e, na sequéncia, os tratamentos foram descartados. Foram
adicionados, em cada poco da placa, 200 uL. de Resazurina (44 uM), preparada em meio de
cultura. A placa foi incubada por 4 horas a 37 °C e a leitura foi realizada em fluorimetro
Infinite® 200 pro microplate readers (TECAN, Mannedorf, Suica), configurado com A = 560
nm de excitagdo e A = 590 nm de emissdo. As concentragdes avaliadas foram as mesmas que
no teste de MTT. As concentragcdes que apresentaram viabilidade celular menor que 80%

foram consideradas citotoxicas.
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4.4.4 Ensaio do cometa

As células foram cultivadas em condicGes ideais (37 °C, em estufa de CO2), por 24 h.
Em seguida, foram submetidas aos tratamentos por um periodo de 24 horas (um ciclo celular
completo), com as concentracdes de putrescina referentes a 10, 30, 50 e 70 % da DLso. Ap0s 0
tratamento, as células foram lavadas duas vezes com 5 mL de PBS e tripsinizadas com 500
pL de Tripsina 0,5 % por 5 minutos, para desprendimento celular. Decorrido este tempo, 0
processo foi interrompido pela adi¢cdo de 5 mL de meio de cultura completo. As suspensodes
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 solucdo, onde o pellet foi
ressuspendido. A viabilidade celular foi avaliada pelo método da coloracdo com Azul de
Trypan (GIBCO), onde 20 pL de suspensdo celular, de cada tratamento, foram misturados
com 20 pL de corante a 0,4 % e analisados em microscépio de luz em objetiva de 40x. Foram
contabilizadas as quantidades de células viaveis (brancas) e inviaveis (coradas em azul). Os
indices de viabilidade celular foram obtidos considerando-se as porcentagens de células
viaveis do total de células analisadas, aceitando-se o limite minimo de 80 % de células
viaveis, para o prosseguimento do experimento. A solucéo celular foi passada por uma seringa
de insulina estéril de 1 mL, para obtencdo de células isoladas. Em seguida, uma aliquota de 20
ML de suspenséo celular foi misturada com 120 pL de agarose de baixo ponto de fuséo 0,5% a
37 °C e, rapidamente, gotejada sobre laminas secas previamente cobertas com agarose
normal, 1,5 %. As laminas foram feitas em réplicas e mantidas a 4 °C, por 20 minutos. As
laminulas foram removidas cuidadosamente e as laminas foram imersas em solucdo de lise
gelada (1 mL de Triton X-100, 10 mL de DMSO e 89 mL de solucédo de lise estoque - NaCl
2,5 M, EDTA 100 mM, Tris1l0 mM, 8 g de NaOH, 890 mL de agua destilada), pH 10, no
escuro, a 4 °C, por 1 hora.

Apds este procedimento, as laminas foram colocadas em uma cuba de eletroforese e
cobertas com uma solucdo tampdo (NaOH 300 mM + EDTA 1 mM, com pH>13),
descansando por 20 minutos, para a desnaturagdo do DNA. A corrida eletroforética foi
realizada por 20 minutos a 39 V e 300 mA (~ 0.8 V/cm). Em seguida, as laminas foram
neutralizadas, durante 15 minutos, em tampé&o de neutralizacdo (0,4 M de tris-HCL, pH 7.2).
As laminas foram fixadas por 10 minutos em etanol absoluto. No ato da analise microscépica,
as laminas foram coradas, individualmente, com 50 pL de Gel red (0,02 mg/mL) e analisadas
em microscopio de fluorescéncia Olympus, objetiva de 40x, filtro B - 34 (excitagdo: i= 420-
490 nM, barreira: 1= 520 nM). Foram contabilizados 100 nucledides por lamina, totalizando

600 nucledides por tratamento. Os danos no DNA foram estimados por 3 parametros:
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intensidade de DNA, comprimento e momento da cauda, avaliados pelo software Comet
Assay 1V (Perspective Instruments, Bury Saint Edmunds, Reino Unido).

4.4.5 Teste do micronucleo com bloqueio de citocinese

Para o teste do micronucleo realizado com células mantidas em cultura, foi utilizada a
técnica descrita por Natarajan e Darroudi (1991), com algumas modificacGes, como segue: as
células (total de 5x10° por frasco) foram cultivadas por um ciclo celular completo (24 horas),
antes da adicdo dos tratamentos. Em seguida, foi adicionado o meio de cultura contendo as
devidas concentracdes de putrescina, para uma exposicdo de 24 horas. Ap6s o periodo de
exposicao, as células foram lavadas por duas vezes com tampédo PBS, seguido da adicdo de 5
mL de meio de cultura completo com citocalasina B (concentracao final de 3 pg/mL), onde
permaneceram por mais 28 horas. Posteriormente, as células foram coletadas, tratadas com
solucdo hipoténica (citrato de sddio 1 %) e fixadas com formol (40 %) e Carnoy (etanol-acido
acetico 3:1 — v:v). As laminas para analise foram preparadas gotejando algumas gotas da
cultura celular sobre 1aminas limpas, geladas e contendo um filme de &gua. Apos secagem, as
laminas foram coradas com Giemsa 5 %, por 8 minutos. Os testes foram realizados em
triplicata. Foram contabilizadas 1.000 células binucleadas com membrana nuclear e
citoplasmatica integras, nucleos de tamanhos similares ndo sobrepostos e com o0 mesmo
padrdo e intensidade de coloracdo, por réplica, totalizando 3.000 células contadas por
tratamento. Foram identificados e contabilizados o0s micronucleos, as pontes
nucleoplasmaticas e os brotos nucleares (FENECH, 2000). A analise de significancia dos
resultados foi feita pelo teste estatistico paramétrico ANOVA (1 critério), seguido pelo teste

de comparacédo de Tukey p<0,05.

4.4.6 Célculo do indice de divisdo nuclear (IDN)

O indice de divisdo nuclear (IDN) foi calculado baseando-se no nimero de células
mono, bi, tri e tetranucleadas encontradas num total de 500 células contadas por tratamento.
Esse indice fornece uma medida de estado proliferativo das células viaveis. O Célculo foi
feito de acordo com a expressdo: IDN= [M1+ 2(M2) + 3(M3) + 4(M4)]/N. Onde M1-M4
representam os numeros de células com 1, 2, 3 e 4 ou mais nucleos, e 0 N € o nimero total de
celulas contadas (EASTMOND; TUCKER, 1989).
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4.4.7 Andlises moleculares: extracdo de RNA e perfil de expressdo génica

As células foram expostas como nos ensaios anteriores e, apds as 24 horas de
exposicdo, foram tripsinizadas, coletadas, lavadas por trés vezes com PBS e centrifugadas até
completa lavagem do meio de cultura e da tripsina. Os RNAs foram extraidos com Tri
Reagente® (Sigma, St Louis, EUA). A qualidade e a concentragdo dos RNAs foram analisadas
em NanoVue™ 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 ™), em um volume final de 20 puL. Foram selecionados genes relacionados a
metabolizacdo, 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 sequéncias 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/

Materiais e Métodos

40

Tabela 2: Genes e sequéncias dos iniciadores utilizados nos ensaios de expressao génica

Identificacéo

Sequencia direta

Sequencia reversa

Tamanho do

Nome dos genes Gene do gene (5-3) (5-3) amplicon (Pb)
Sintese de poliaminas
Ornitina descarboxilase OCD 4953 CCCAGCGTTGGACAAATACT TCCATAGACGCCATCATTCA 205
Estresse oxidativo
Superdxido 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 xenobiéticos
;‘;"5{;?0 P450, CYP1A1 1543 TTCCCTGATCCTTGTGATCC GGAGATTGGGAAAAGCATGA 109
Glicuronil transferase UGT1A1 54658 GTGCCTTTATCACCCATGCT GCTTTGCATTGTCCATCTGA 108
Danos no DNA
Reparo por Excisdo ERCC1 2072 CTACAGCCAGTGCATCTCCA CTCCTGAAACAAGGCACCTC 112
Nuclease APEX APEX1 328 ATATTGCTTCGGTGGGTGAC GCTCTGTCCTGAGCTCATCC 115
Chechpoint Quinasel CHEK1 1111 CGCTCCCAACACGGAGTTCC TCACAGTCGGTGAAGCAGAG 119
Housekeeping
B-actina B-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 reagOes realizadas em placas de 96 pogos,
foram montadas para um volume final de 10 pL, sendo 0.75 UM de iniciadores, 2 pL de
cDNA diluido 10 vezes e 5 pL de SYBR® Green Real-Time PCR Master Mix (Applied
BiosystemsTM). As condi¢des para PCR foram: Denaturagdo inicial e ativacdo enzimaética
por 10 mim a 95 °C, seguidos de 40 ciclos de 95 °C por 15 s, 60 °C por 1 mim. As alteracfes
na expressdo génica foram determinadas usando a [-actina como gene de referéncia
(housekeeping). O método de comparagao utilizado foi CT (AACT). Todas as amostras foram

avaliadas em triplicata.
4.5 Bioensaios com ratos Wistar

45.1 Animais experimentais e delineamento experimental

Para a realizacdo 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
experimentacdo animal da Fundacdo Herminio Ometto (FHO-UNIARARAS), que possui
amplo espaco, Otimas instalacGes e condicGes 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 dgua e racdo purina ad libitum. Este estudo foi aprovado
pelo comité de ética em pesquisa animal da FHO-UNIARARAS (Protocolo n° 024/2013) e foi
conduzido de acordo com as diretrizes éticas do Colégio Brasileiro de Experimentacdo
Animal (COBEA).

As concentracdes testadas de putrescina foram definidas a partir de referéncia contida
na ficha de informacg6es de seguranca do produto (Sigma-Aldrich), que aponta uma DLsg oral
para ratazanas de 463 mg/kg. As concentracdes 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 DLso.

Os animais foram divididos em quatro grupos de 12 individuos, distribuidos em
gaiolas A e B, com seis animais em cada. O grupo controle (n=12) recebeu apenas agua
filtrada e os trés grupos tratados T1, T2 e T3 (n=12) receberam, em cada um dos tratamentos,
uma das concentracdes citadas acima. Além disso, foi feito um grupo controle positivo (n=6),
para o teste de micronucleo e ensaio do cometa, cujos animais receberam o0 MMS (20 mg/kg),
24 horas antes da eutanasia. Os animais foram pesados semanalmente e o volume
administrado foi calculado de acordo com o peso de cada animal. A substancia foi

administrada via gavage, por um periodo de 56 dias, tempo necessario para completar o ciclo
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completo da espermatogénese (RUSSELL et al., 1990), uma vez que foram avaliadas as
funcbes reprodutivas dos animais. O delineamento experimental pode ser visto de forma

esquematica na Figura 7.

Gaiolas A Gaiolas B

Cometa,
Micronucleo,
Bioguimica

Puncdo Cardiaca,
Histologia

Figura 7: Delineamento experimental do experimento realizado com ratos Wistar

4.5.2 Coleta de sangue caudal, ap6s 15 e 30 dias de exposi¢éo

O sangue dos animais foi coletado por puncdo caudal, apds 15 e 30 dias de exposicao.
Foram retirados, aproximadamente, 600 pL de sangue, que foram armazenados em tubos de
centrifuga de 1,5 puL. Logo na sequéncia, foram feitas as laminas para o ensaio do cometa e 0
restante do sangue foi centrifugado a 3500 rpm por 15 minutos, para separacdo do soro que
foi utilizado para dosagens bioquimicas de glicemia, colesterol e triglicérides.

4.5.3 Eutanasia e coleta de materiais biologicos

Ao final de 56 dias de exposicdo, os animais foram submetidos a dois procedimentos:
Animais das caixas A: o sangue desses animais foi coletado por puncgdo cardiaca e, na
sequéncia, eles foram perfundidos para obtencdo de material para analises histoldgicas;
Animais das caixas B: nesses individuos, o sangue, coletado por puncdo cardiaca, foi usado
nas analises bioquimicas e hematoldgicas e no ensaio do cometa, os testiculos e epididimos,
usados para as andalises bioguimicas e a medula 6ssea para o teste de micronicleo. Os
animais, anestesiados com solucdo de Xilazina (Rompun® - Bayer S.A. — 20 mg/mL) e
Cetamina (Ketalar® - Parke, Davis & Co.- 50 mg/mL), foram submetidos a labarotomia
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medial, seguido da expansdo da cavidade toracica, para expor o coracdo para a realizacdo da
puncdo cardiaca, que foi realizada com uma seringa de 5 mL. Em seguida, o sangue foi
acondicionado em tubos a vacuo, previamente identificados e armazenados a 4 °C.

Ap0s a puncéo cardiaca, foi introduzida uma canula na artéria renal, conectada a um
sistema de perfusdo e realizada uma seccdo no atrio direito, para a realizacdo da drenagem da
solugdo. A perfuséo foi realizada, inicialmente com uma solucdo salina heparinizada 1%,
seguida de solucdo de glutaraldeido 4%, paraformolaldeido 4% em tampdo cacodilato de
sodio 0,1 M, pH 7,2, por aproximadamente 30 minutos. Todos os 6érgdos foram pesados

individualmente para andlise estatistica.

4.5.4 Sangue para analises hematoldgicas e bioquimicas

O sangue foi coletado em tubos adequados para cada analise. O sangue destinado a
analise do hemograma foi coletado em tubos com tampa roxa, contendo o anticoagulante
EDTA, e o0 sangue para andlises bioguimicas foi coletado em tubos com tampa vermelha e
sem anticoagulante. As amostras foram encaminhadas para o laboratério de analises clinicas
CEDIVET - Centro de Diagnostico Veterinario, localizado na cidade de Rio Claro, Rua 5, n°
2768, CEP 13504-0493.

Os Parametros hematol6gicos avaliados foram: hemograma completo (contagem de
hemaécias, concentra¢do de Hemoglobina (He), Hematdcrito (Ht), Volume Corpuscular Médio
(VCM), Hemoglobina Corpuscular Média (HCM), Concentracdo de Hemoglobina
Corpuscular Média (CHVM), leucdcitos totais, bastonetes, neutréfilos, linfécitos, eosindfilos,
bastonetes, mondcitos e plaquetas.

Nas analises bioquimicas foram determinados os valores de proteinas totais,
creatinina, uréia, Fosfatase Alcalina (FA), Alanina Aminotransferase (ALT), Aspartato

Aminotransferase (AST) e testosterona total.

455 Dosagem de glicemia e colesterol nas amostras de sangue dos ratos submetidos a
15, 30 e 56 dias de exposic¢ao

As dosagens bioquimicas de glicemia, colesterol total, HDL e triglicérides foram
realizadas com os kits comerciais Bioliquid® (Laborclin, Parand, Brasil), utilizados de acordo
com as indicagbes do fabricante. A leitura das andlises foi feita por espectrofotometria,

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

Para o ensaio do cometa, 240 pL de agarose de baixo ponto de fusédo foram misturados
a aliquotas de 40 puL de amostra sanguinea, separadas por animal e por grupo. 140 uL desta
mistura foram pipetados sobre as 1dminas previamente preparadas e, na sequéncia, cobertas
por uma laminula. O procedimento do ensaio do cometa foi realizado igual ao item (4.4.4).

Os nucledides foram classificados, visualmente de acordo com a migracdo dos
fragmentos em: classe O - nucledides sem dano; classe 1 - nucleoides ligeiramente danificado;
classe 2 - nucledides com danos médios; classe 3 - nucleoides altamente danificado e classe 4
— nucledides com pequena cabeca e com todo DNA na cauda (COLLINS et al., 1997). Os
resultados foram apresentados de acordo com a frequéncia de danos avaliada em cada uma
das classes de cometa, em nimero total de células danificadas e em indice de danos por grupo
(ID) (BRANCO et al., 2015), calculado pela equacdo: NCOx0 + NC1x1 + NC2x2 + NC3x3
+NC4x4 = DI onde NC ¢é o numero de nucledides observados em cada classe e 0s nimeros, as

classes correspondentes.

457 Teste do micronucleo em medula éssea de roedores

A técnica utilizada para o estudo de MN em ceélulas de medula 6ssea foi descrita por
Schimid (1975), com modificacdes, descritas a seguir: Os animais foram dissecados com
pinca e tesoura de dissecacdo, para a retirada do fémur. O osso foi limpo, com a retirada dos
tecidos a ele aderidos, e as epifises 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 conteldo das células do canal medular. As
amostras de medula éssea foram dispostas em um tubo de centrifuga, 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 auxilio de uma pipeta Pasteur.
Foi depositada sobre uma lamina uma gota da suspenséo celular e realizada a distensdo do
material medular (RIBEIRO et al., 2003). As distensdes foram colocadas em estufa a 37° C,
por aproximadamente 2 horas e, em seguida, foram flambadas em chama de lamparina, para
fixacdo. A coloracgéo foi realizada deixando as laminas por trés minutos em solucgéo pura de
Wright. Posteriormente, foram lavadas com agua e colocadas, por 1 mim, em solugédo de
Wright mais tampdo fosfato pH 7.0 (1:1 v:v), lavadas novamente em agua e colocadas, por 10
mim, em uma mistura de tampéo fosfato, agua destilada e Giemsa (10:10:1). Em seguida, as
laminas foram lavadas em &gua corrente, para retirada do excesso de corante. Foram

analisados, para cada animal, 4000 eritrocitos policromaticos (EPCs) e contados quantos deles
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se apresentavam micronucleados. As laminas foram codificadas e analisadas em teste cego, ao
microscopio de luz visivel, com objetiva de imersdo. Os dados foram tabulados, usando o
programa Graphpad Prism 6.0 e submetidos ao teste ANOVA e Tukey, com grau de
significancia de 5%. Os resultados foram apresentados em frequéncia de eritrocitos
policroméaticos microndcleados (EPCMNSs) para 4000 eritrécitos policroméaticos (PCES) por
animal. A substancia testada pode ser considerada mutagénica quando produz aumento
significativo (p<0,05) na frequéncia de EPCMNSs, em relacédo ao controle negativo (RIBEIRO
et al., 2003).

4.5.8 Analises dos testiculos e epididimos
45.8.1 Biometria

Os testiculos previamente fixados (gaiolas A) foram dissecados para a retirada da
albuginea. Este procedimento permitiu obter o peso real do parénquima testicular, referente a
porcdo funcional dos testiculos. Com base nos pesos corporais dos animais e no peso dos
testiculos dissecados, foi obtido o indice gonadossomético (IGS), calculado a partir da
seguinte férmula:

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

Para os epididimos, foi calculado, o indice epididimossomatico (IES), que foi expresso
pela relacdo entre o peso do corpo do animal e o peso do epididimo (IES= (peso do epididimo
(9)/peso corporeo (g)) x 100.

4.5.8.2 Contagem dos espermatozoides nos testiculos e epididimos
Os testiculos e epididimos dos animais que ndo foram perfundidos (gaiolas B), foram

congelados e armazenados a -20° C, para serem individualmente analisados posteriormente.
Para a contagem de espermatozéides nos testiculos, foi retirada a albuginea. Os mesmos
foram pesados e triturados em homogeneizador IKA T-18, marca (Biovera), com 5 mL de
solucdo salina (STM) (0,9 % NaCl e 0,05 % Trinton X-100). Deste homogenato, foram
retirados 100 pL e diluidos em 900 pL de STM. Ja os epididimos foram divididos em
cabeca/corpo e cauda e, cada fragmento, foi pesado e triturado. A cabeca/corpo foi
homogeneizada com 1 mL de STM, para cada 200 g e a cauda homogeneizada com 1 mL,
para cada 100 g. Esta diluicdo foi feita na propor¢do de 50 pL para 950 pL de STM. A
contagem dos espermatozdides em ambos os érgdos, foi feita em duplicata e em camara de

Neubauer, sendo que entre cada campo, de cada cdmara contada, a diferenca teria que ser
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menor que 10% e entre a contagem das duas camaras a diferenca teria que ser menor que
20%.

4.5.8.3 Producéo espermatica diaria (PDE) e célculo do transito espermatico
A producdo espermatica diaria (PDE) foi calculada dividindo o numero total de

espermatides/espermatozoides do testiculo por 6,1 dias, periodo este que corresponde ao
tempo de duracdo da maturacdo das espermatides, que ocorre nos tubulos seminiferos, no
passo 19 do estagio VIII (ROBB et al., 1978). O transito dos espermatozoides foi calculado,
dividindo o nimero de espermatozoides x10° pelo peso do parénquima e, depois pela PDE.
Os resultados foram submetidos a analise estatistica utilizando o teste estatistico ANOVA,

com pos-teste Tukey, para comparacdo dos grupos tratados com o grupo controle.

4.5.8.4 Western Blotting para analise de expressao proteica
Para a avaliacdo das proteinas CYP11A1l, 17 B-HSD e StAR, fragmentos de testiculo

foram homogeneizados, por 30 segundos, em tampéo de extracdo para imunoprecipitado, para
a extracdo proteica. O extrato foi centrifugado a 1500 rpm a 4° C, por 45 min, para a remogao
do material insoluvel. Aliquotas do sobrenadante foram tratadas com tampdo Laemmli
contendo 10 mM de DTT (Ditiotreitol) e 40 pug de proteinas foram utilizadas na corrida em
SDS-PAGE 12 %, em aparelho minigel (Miniprotean). Apds a corrida, as proteinas foram
eletrotransferidas (a 0,8 mA/cm2) do gel para a membrana de nitrocelulose (0,45 ). Esta foi
incubada por duas horas em solucdo bloqueadora, para diminuir as ligac@es inespecificas das
proteinas. Na sequéncia as membranas foram incubadas por 4 horas com o0s anticorpos
especificos: anti-CYP11A1l (ab175408-abcam), anti-17BHSD (M-174: sc-32 872 — Santa
Cruz Biothnology) e anti- StAR (ab180804-abcam) previamente diluidos (1:100) na solucdo
de bloqueio (leite em p6 desnatado a 1%). A membrana foi submetida a lavagens com solucgéo
de TBS-T (tris-HCI, ph 8.0, contendo 150 mM de NaCl e 0,05 % de Twenn 20) e, em
seguida, incubada com o anticorpo secundario anti-igG de coelho (ab97051-abcam), diluido
1:5000 em solugéo de blogueio, 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 Quantificacdo de estresse oxidativo nos testiculos e epididimos

4.5.9.1 Quantificacdo de proteinas totais
Para a determinacdo de proteinas totais, foi preestabelecida uma curva de calibracéo, a

partir de diferentes concentracfes de albumina 22 %. Foram homogeneizados em tampé&o
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fosfato 0,1 M, pH 7.4, por meio do homogeneizador de tecidos modelo IKA T-18, marca
(Biovera), um testiculo e um epididimo inteiros. As proteinas foram quantificadas pelo
método de biureto, e a leitura das absorbancias foram feitas em 540 nm. Os valores obtidos
foram inseridos na equacdo da reta preestabelecida e foi determinada a concentracdo proteica
para cada tecido (GORNALL et al., 1949).

4.5.9.2 Avaliacdo 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 proteinas em 2 mL de tampéo fosfato 50
mM, pH 7.0. A reacdo foi iniciada pela adicdo de 100 pL de peroxido de hidrogénio 10
volumes. A velocidade de decomposi¢cdo do perdxido de hidrogénio foi monitorada
espectrofotométricamente por 2 minutos e 30 segundos, em intervalos de 30 segundos por
meio da variacdo da absorbancia em 240 nm. A atividade foi expressa em unidades de

absorbancia/minuto.

4.5.9.3 Avaliacdo da atividade da enzima Superoxido dismutase (SOD)
A atividade da SOD foi avaliada pelo método de autoxidacdo do pirogalol, conforme

descrito por Marklund e Marklund (1974). O ensaio foi desenvolvido com 0,1 mg de proteina,
2 mL de tamp&o TRIS- HCI, 25 mM com EDTA 1 mM, pH 8.5 ¢ 200 pl de pirogalol 15 mM.
A solucdo foi incubada a 25 °C por 10 minutos. Apds a incubacdo, foram adicionados 200 ul
de HCI 1N, para cessar a reacdo. A absorbéancia foi lida em 440 nm. Uma unidade de SOD foi
determinada como a quantidade de enzima que inibiu a oxidagdo do pirogalol em 50 %. A
atividade foi expressa em unidades de absorbancia/minuto.

4.5.9.4 Avaliacdo 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 constituia de 2,7 mL de tampdo fosfato, 400 pL de GSH 0,1 mM, 400 uL de
CDNB (1-cloro-2,4-dinitrobenzeno) 0,1 mM e 1 mg de proteina. O aumento na absorbancia
foi medido a 340 nm por 5 minutos com 1 minuto de intervalo. O resultado foi expresso como

absorbancia/minuto.

4.5.9.5 Determinacao dos niveis de Glutationa reduzida (GSH)
Os niveis de GSH foram quantificados, utilizando-se o tecido homogeneizado com

tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,4 segundo os procedimentos descritos por Ellman (1959). Foi
adicionado 5 mg de proteinas ao mesmo volume de acido tricloroacético (TCA 20 %, EDTA

1 mM). A mistura permaneceu em repouso por 5 minutos, em temperatura ambiente, para
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precipitacdo das proteinas. Em seguida, foi centrifugada por 5 minutos a 3500 rpm, e 100 pL
do sobrenadante foi misturado em 2 mL de tamp&o TRIS- HCI 25 mM, com EDTA 1 mM, pH
8.2. A absorbéncia foi lida em 412 nm, imediatamente apos a adicdo de 20 uL DNTB 10 mM
e uma segunda leitura foi realizada, apés 15 minutos do inicio. Os niveis de GSH foram
calculados por meio da equagdo (Absfinal - Absinicial) x 1,57 (mM) (ALLAMEH et al.,
1997).

4.5.10 Obtencao do material para andlises histologicas

Os fragmentos dos testiculos e epididimos foram fixados sob refrigeracdo, por 24
horas, imersos na mesma solucdo utilizada na perfusdo dos animais. Logo apés a fixacdo, as
amostras de tecido foram transferidas para solucdo tampéo fosfato de sédio 10 % (0,1 M, pH
7.4), onde permaneceram por mais 24 horas. Em seguida foram submetidas a desidratacdo em
concentragdes crescentes de alcool (70 %, 80 %, 90 % e 95 %), com trocas sucessivas a cada
trinta minutos. Apds a desidratacdo, os fragmentos foram incluidos em resina glicol
metacrilato (Leica) e seccionados na espessura de 3 pum, em microtomo Sorvall JB-4/Bio Rad,

com navalhas de vidro.

4.5.10.1 Coloragédo com Hematoxilina — Eosina
As laminas contendo as seccles histologicas dos tecidos foram oxidadas pela

hematoxilina de Mayer durante 10 minutos. Na sequéncia, foram lavadas por 5 minutos em
agua corrente e contra-coradas pela eosina aquosa, durante 5 minutos, sendo novamente

lavadas em agua corrente. Foram clarificadas com xilol e montadas em resina Permount.

4.5.11 Histoquimica
A deteccdo da presenca, frequéncia e distribuicdo dos componentes proteicos e dos
polissacarideos nos testiculos e epididimos foram submetidos fragmentos de tecidos as

técnicas histoquimicas descritas a seguir.

4.5.11.1 PAS para deteccdo de polissacarideos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1983)
A coloragdo &cida periddico-Schiff (PAS — Periodic acid Schiff) € um método

utilizado para marcagéo de glicoconjugados, como o glicogénio nos tecidos. A reacdo do PAS
oxida, seletivamente, os residuos de glicose, produzindo aldeidos que interage com o reativo
de Schiff e produz uma cor purpura-magenta. Geralmente, esse reativo € usado com um

corante basico de contraste, como a hematoxilina (SANTOS et al., 2000). As seccOes
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histoldgicas foram oxidadas em &cido periodico 0.4 %, por 10 mim e, na sequéncia, foram
lavadas rapidamente em &gua destilada e submetidas ao reativo de schiff, durante 1 h no
escuro. Posteriormente, foram passadas por trés lavagens em agua sulfurosa (3 mim cada
banho) e, a seguir, as laminas foram lavadas em agua corrente, por 30 minutos. As laminas
foram contra coradas com hematoxilina de Harris, por 40 segundos, e novamente lavadas em

agua corrente por mais 5 minutos. Logo apdés, foram montadas em resina Permount.

4.5.11.2 Azul de bromofenol, para deteccao de proteinas (PEARSE, 1985)
As seccoes histologicas foram coradas com azul de bromofenol, por duas horas a

temperatura ambiente. Na sequéncia reagiram com &cido acético 0.5 % por 5 minutos e, logo
depois, lavadas em agua corrente, por 15 minutos. As laminas ja coradas foram passadas,
rapidamente, em solucdo de alcool butilico terciario e secas ao ar livre, para serem

diafanizadas e montadas em resina Permount.

4.5.12 Analise morfométrica e estereologica dos testiculos e células de Leydig

As seccOes obtidas dos testiculos foram coradas com azul de toluidina-borato de
sodio a 1 %. Este material foi utilizado para obtencdo da morfometria e estereologia testicular
(MONTEIRO et al., 2008). As laminas obtidas foram examinadas e analisadas em
microscopia de luz. Foram fotodocumentadas as imagens histolégicas mais representativas de
cortes de testiculo, coradas com azul de toluidina. As anélises morfométricas e estereoldgicas
foram processadas, utilizando o software Image Pro Plus versdo 6.0 (Media Cybernetics).

4.5.12.1 Morfometria dos tubulos seminiferos
Os didmetros tubulares médios dos tubulos seminiferos foram obtidos por animal a

partir da mensuracdo, ao acaso, de 30 seccdes transversais de tabulos seminiferos que
apresentavam o contorno mais circular possivel em aumento de 200x. Nas mesmas seccdes,
foram mensuradas a altura do epitélio seminifero, a qual foi tomada de forma diametralmente
oposta em 4 diferentes pontos desde a tdnica propria até o limen tubular também em aumento
de 200x.

4.5.12.2 Determinagdo das proporcoes volumétricas (%) e volumes (mL) dos
componentes do espaco intersticial

Estas proporcoes foram estimadas a partir da projecdo de uma grade contendo 494
pontos sobre imagens do espaco intersticial dos testiculos, capturadas em campos aleatorios,

em um aumento de 1000x. Para cada animal, foram analisadas diferentes secgdes, até
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completar 3000 pontos. Os elementos quantificados no espaco intersticial foram: células de
Leydig, vasos sanguineos, espaco linfatico, macréfagos e tecido conjuntivo. O volume de
cada componente do parénquima testicular, expresso em mL, foi estimado a partir do
conhecimento do percentual ocupado pelos mesmos no testiculo e do conhecimento do
volume total liquido do parénquima testicular. O valor deste ultimo foi obtido por meio dos
pesos dos testiculos (sem a tdnica albuginea) fixados. Segundo Franca (1991), como a
densidade do testiculo € em torno de 1 (1,03 a 1,04), a massa testicular sera considerada igual

ao seu volume.

4.5.12.3 Diametro e volume das células de Leydig
Foram estimados o didametro 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 = 4/3nR?, onde R é o raio do ndcleo das células de Leydig, obtido
com a medida dos didmetros.
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Artigo 1

Avaliacao toxicogenética da putrescina para Allium cepa e Salmonella
typhimurium

Franco Dani Campos-Pereira, Raquel Vaz Hara, Déania Elisa Christofoletti Mazzeo

Maria Aparecida Marin-Morales

Highlights

e A putrescina € uma das substancias produzidas durante o processo de decomposi¢do
cadavérica.

e A genotoxicidade da putrescina foi avaliada em células meristematicas de Allium cepa e
em linhagens de Salmonella.

e Putrescina induziu aumento na frequéncia de Aderéncias cromossdmicas e micronucleos
em Allium cepa.

e Putrescina foi mutagénica para as linhagens TA 98 e TA 100 de Salmonella, apds
ativacdo metabdlica.

Resumo

A putrescina é uma poliamina que desempenha importantes funcdes fisioldgicas em diferentes
células e em diferentes organismos. Esta poliamina também esta presente no necrochorume,
que € o liquido produzido durante o processo de decomposicdo cadavérica. Desta forma, a
putrescina pode se caracterizar em um agente responsavel por contaminacfes de solo e de
recursos hidricos. Essa contaminacdo ocorre por percolacdo ou escoamento do necrochorume
no solo, principalmente em areas de cemitérios, podendo atingir tanto os recursos hidricos
subterraneos como superficiais. Diante da caréncia de informacdes a respeito dos efeitos dessa
substancia como contaminante ambiental, este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial
genotoxico e mutagénico desta poliamina, por meio de testes realizados com células
meristematicas de Allium cepa e com a bactéria Salmonella typhimurium (linhagens TA 98 e
TA 100). Nas células meristematicas de A. cepa, foi observado aumento significativo de
micronucleos e de aberragdes cromossdémicas (principalmente aderéncias cromossémicas) em
células expostas a concentragdo de 23 mg/kg de putrescina. Pelo teste de Ames, pode-se

observar efeitos mutagénicos para as linhagem TA 98 e TA 100, na presenca de ativacdo
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metabdlica. Esses resultados apontam para uma agdo genotoxica e mutagénica da putrescina e

alertam quanto o seu potencial como contaminante ambiental.

Palavras-chave: Poliaminas, aberracGes cromossomicas, micronucleo, teste de ames,
aderéncia cromossomica, mutagenicidade.

1. Introdugéo

Qualquer substancia pode ser prejudicial aos seres vivos, porém a sua toxicidade é
dependente de uma série de fatores, tais como dose, tempo e rotas de exposicdo, género,
estagio reprodutivo, idade, salde e nutricdo, estilo de vida, sensibilidade, genética e exposicdo
a outros quimicos (SMITH HOUSE, 2014). Assim, para que se tenham informacGes
suficientes da toxicidade de uma substancia, torna-se necessario o desenvolvimento de
estudos com as mais diversas abordagens.

A elevada quantidade de substdncias quimicas desconhecidas que vem sendo
introduzida no ambiente anualmente, vem alterando a composic¢do dos ecossistemas (&guas,
solos e ar) e colocando em risco a sobrevivéncia dos seres vivo e a saude humana. Muitos dos
qguimicos ambientais ainda ndo possuem informacdes sobre os efeitos toxicos para a biota
exposta e, consequentemente, para a saide humana (ZAGATO; BERTOLLETI, 2006). Um
dos principais e mais perigosos efeitos dos poluentes ambientais, € a sua possibilidade de
interagir com o material genético dos organismos e alterar a constituicdo quimica das
biomoléculas, 0 que pode desencadear sérios comprometimentos, associados a patologias
como canceres e doencas degenerativas (FENECH, 2008; PHILLIPS; ARLT, 2009). Tais
quimicos, tém chamado a atencdo de agéncias governamentais e da comunidade cientifica,
por, contribuirem com o aumento das taxas de mutagénese ambiental (CALAFAT et al.,
2006).

Dentro deste contexto, os cemitérios tém se destacado como fonte poluidora de
ambientes (OLIVEIRA et al., 2013; CALKOSINSKI et al., 2015). De acordo com Santos
(2009), a contaminacao conferida pelos cemitéerios se assemelha a de aterros sanitarios, pela
grande quantidade de matéria organica e inorganica que sdo produzidas, intermitentemente.
Além disso, o problema de contaminagdo por cemitérios é agravado, porque, na maioria das
vezes, 0s terrenos destinados a sua implantacdo ndo passaram por avaliacdo geoldgica e

hidrogeologica adequada.
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A principal causa de contaminacdo ambiental ocasionada pelos cemitérios € o residuo
liquido gerado pela decomposicdo cadavérica, que pode se infiltrar no solo, contaminando
essa malha ambiental, ou ainda atingir corpos d’aguas superficiais e subterraneos, por
escoamento ou por percolacdo, respectivamente (COSTA SILVA; FILHO, 2008;
ZYCHOWSKI, 2012). Dentre as substancias quimicas produzidas pela decomposicdo
cadavérica, destaca-se a poliamina putrescina (CsH12N2), uma amina biogénica formada a
partir da clivagem do aminoacido arginina por uma reacao catalisada pela enzima arginase
(RHEE et al., 2007). De acordo com Pegg (2009) e Michael (2016), a putrescina ¢ uma
poliamina muito importante nos processos fisiologicos, por se tratar de uma molécula
precursora para outras duas poliaminas, a espermidina e a espermina, ambas importantissimas
no processo de proliferacdo celular. Devido a sua importancia na fisiologia celular, os niveis
de aminas biogénicas sdo regulados nas células e tecidos por meio de biossintese, catabolismo
e absorcdo, mas uma fonte exdgena de poliaminas, poderia alterar a homeostasia do
organismo (WALLACE et al., 2003; IGARASHI; KASHIWAGI, 2010). Existem evidéncias
de que as poliaminas tem um papel importante na promocdo da transformacdo maligna.
Células de cancer colorretal, por exemplo, apresentam niveis maiores de poliaminas que as
celulas sadias, destacando uma possivel importdncia da putrescina exdgena no
desenvolvimento tumoral (GERNER, MEYSKENS, 2004).

Considerando a presenca de putrescina no ambiente, destaca-se a importancia de
estudos que possam avaliar, os efeitos genotdxicos e mutagénicos desse composto sobre 0s
organismos, por esta se caracterizar em um poluente ambiental. Para isso sdo necessarios 0
uso de ensaios que sejam capazes de responder as potencialidades tdxicas das substancias,
mesmo quando estas se apresentam em baixas concentragdes (KLOBUCAR et al., 2003;
FRENZILLI et al; 2009).

Bioensaios com plantas apresentam vantagens para serem realizados em avaliacdes
ambientais, pois sdo considerados sensiveis e de facil realizacdo, quando comparados aos
bioensaios que utilizam animais (FERNANDES et al., 2007). Este sistema-teste € amplamente
utilizado em monitoramento de contaminagdes ambientais, por ser um teste de resposta
répida, de baixo custo e favoravel na avaliacdo de danos cromossdmicos e alteracdes no ciclo
mitotico, devido a presenca de boas condi¢gdes cromossdmicas, Como cromossomos grandes e
em namero reduzido (2n=16) (LEME, MARIN-MORALES, 2009). Grant (1982) e Carita,
Marin-Morales (2008) descrevem A. cepa como um eficiente sistema teste de rotina, para
avaliar o potencial genotéxico de substancias quimicas, devido a sua sensibilidade e boa

correlagdo com sistemas teste de mamiferos.
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O ensaio de mutagenicidade Salmonella/microssoma (teste de Ames) foi projetado,
especificamente, para detectar o potencial mutagénico induzido por compostos quimicos. Este
ensaio € utilizado e reconhecido mundialmente por agéncias reguladoras, para registro,
certificacdo e liberacdo de novos produtos quimicos (MORTELMANS; ZEIGER, 2000).
White e Claxton (2004) relataram que este teste também pode ser aplicado para detectar
compostos perigosos em amostras de agua, solo e efluentes, pois fornecem dados importantes
para a caracterizacao de riscos ecologicos de ambientes contaminados.

Frente ao exposto acima, este trabalho visou a caracterizacdo dos efeitos genotoxicos e
mutagénicos da putrescina, avaliada por meio de ensaios de aberragdes cromossdmicas em

celulas meristematicas de A. cepa e do teste de Ames, realizado com Salmonella typhimurium.

2. Materiais e Métodos

2.1. Substancia e concentrac6es utilizadas

Para o desenvolvimento dos ensaios, foi utilizada a poliamina putrescina (1,4-
Diaminobutano, formula molecular C4sH12N2, peso molecular 88,15 g/mol, CAS-Nunber 110-
60-1, Sigma-Aldrich, com pureza de 99,0%). Todas as concentracGes testadas foram definidas
abaixo da DLs oral para ratazanas de (463 mg/kg - informag&o contida na ficha de seguranca

do produto). As concentracdes utilizadas estdo dispostas na tabela 1.

Tabela 1: Concentracdes de putrescina utilizadas nos ensaios realizados com o sistema-teste A. cepa e

nos testes de Ames.

Bioensaios Concentracoes (mg/kg) e a correspondéncia com % da DL50
A. cepa
%daDL50 ~0,16% -~032% -~0,65% ~1,8% ~3% ~4% -~5% 10% 30% 50%
mg/kg 0,75 1,5 3 8 13 18 23 46,3 1389 231,5
Ames
% da DL50 0,1% 1% 5% 10% 30% 50% 70%
mg/kg 0,46 4,63 23,15 46,3 138,9 231,5 324,1

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 concentragOes definidas na

Tabela 1. Os controles foram realizados da mesma forma, porém embebidos com agua Mili-
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Q, para o controle negativo, e com solucdo aquosa de metanossulfonato de metila (MMS —
4x10), para o controle positivo.

Apols a germinacdo, quando as radiculas 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 &cido acético — v:v).

2.3. Aberracgdes Cromossémicas e Micronucleos em Células Meristematicas de A.

cepa

Para as analises citoldgicas, as raizes foram submetidas a uma hidrélise acida em HCI
1IN a 60° C, durante 8 minutos, seguida de uma lavagem em &gua destilada. Os meristemas
foram submetidos ao reativo de Schiff durante duas horas e na sequéncia as laminas foram
confeccionadas. A regido meristematica foi recoberta com laminula e suavemente esmagada
com uma gota de Carmim Acético (2%). Em seguida, as laminulas foram extraidas em
nitrogénio liquido e, na sequéncia montadas, permanentemente, em resina sintética. Foram
confeccionadas 10 laminas para cada concentracdo e analisadas um minimo de 500
células/lamina. Foram considerados os diferentes tipos de aberracdes cromossdmicas, em
diferentes fases do ciclo celular. As perdas, aderéncias cromossdémicas, pontes, atrasos e
brotos nucleares foram usados na avaliagdo da genotoxicidade e a presenca de quebras
cromossdmicas e micronlcleos foram considerados como indicativo de mutagenicidade.
Todas as concentracdes 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 realizagdo do teste de Ames, foram utilizadas duas linhagens bacterianas: TA
98 (qu detecta mutacGes do tipo deslocamento do quadro de leitura e apresenta uma mutacao
no gene responsavel pela sintese da histidina do tipo hisD3052) e a linhagem TA 100 (que
detecta mutacdo do tipo substituicdo de pares de bases e apresenta uma mutacdo no gene
responsavel pela sintese da histidina do tipo hisG46). Ambas as linhagens apresentam
mutacdo rfa, que aumenta a permeabilidade da parede de polissacarideos bacteriana,
facilitando a entrada de moléculas maiores para o interior da célula; delecdo do gene uvrB
(AuvrB), que impede o reparo por excisdo; e o plasmideo PKM101 (Apr), o qual apresenta o

gene mucAB, que confere resisténcia a ampicilina, por favorecer o reparo pés-replicacdo do
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tipo sujeito a erros, além de contribuir para um aumento da taxa de mutacdo espontanea 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 37° C, por 16 horas. Em seguida, para 0s ensaios sem
ativagdo metabolica (-S9), foram adicionados 100 puL de cada linhagem celular em tubos de
cultura contendo 500 pL de tampao fosfato e 100 pulL das diferentes concentragdes de
putrescina. Para 0s ensaios com presenca de ativacdo metabolica (+S9), o tampéo fosfato foi
substituido por 500 puL. de mistura S9 [dgua destilada estéril, tampao fosfato 0,2 M, NADP 0,1
M, glicose-6-fosfato 1,0 M, solugéo de sais (KCI 1,65 M e MgCI2 0,4M) e fragcdo S9 (Sistema
microssomal S9, Moltox)]. O controle positivo (CP) foi realizado da mesma forma que 0s
ensaios com os tratamentos, porém o volume correspondente as concentragfes da putrescina
foram substituidos pela substancia usada como CP, conforme segue: Oxido de 4-
nitroquinolina (4NQO) (Sigma, CAS No. 56- 57-5), na concentragdo de 0,05 pg/uL, para os
testes realizados na auséncia de ativacdo metabdlica e o 2-aminoantraceno (2AA) (Sigma,
CAS No. 613-13-8), na concentracao de 0,25 pg/uL, para os testes realizados na presenca de
ativacdo metabdlica.

Para 0 CN, foram adicionados 100 pL de cada linhagem de bactéria aos tubos de
cultura contendo 500 pL de tampao fosfato ou de mistura S9 e 100 puL de dgua mili-Q
(solvente utilizado para diluir a amostra). Os tubos contendo as misturas foram pré-incubados
em banho maria a 37° C, por 30 minutos. Em seguida, o seu conteudo, acrescido de 2 mL de
agar de superficie, foi vertido em placas de Petri estéreis, contendo agar minimo solidificado.
As placas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 37° C, por 66 horas. Cada teste foi
realizado em triplicata. Os CP foram realizados em duplicata e o CN, em quintuplicata.

Para a analise de mutagenicidade, as colénias de bactérias revertentes foram contadas
manualmente e expressas em média + desvio padrdo. O potencial mutagénico foi avaliado
pela quantificagdo do numero de colOnias revertentes em cada placa. Os dados foram
avaliados pelo software SALANAL (Salmonella Assay Analysis 1.0), selecionando os
modelos de Bernstein ou linear. As concentracfes foram consideradas mutagénicas quando o
resultado estatistico do teste ANOVA (p<0,05) e da regressdo linear (p<0,05) foram
significativos. Os resultados foram expressos pelo nimero de revertentes/miligrama da

amostra testada.
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3. Resultados

3.1. Bioensaios com A. Cepa

Por meio das analises citogenéticas, foi possivel avaliar os efeitos das diferentes
concentragdes de putrescina sobre o material genético das raizes de A. cepa.

Os bioensaios realizados com as maiores concentracfes testadas de putrescina (231,5
mg/kg, 138,9 mg/kg e 46,3 mg/kg) inibiram a germinagdo das sementes. Um segundo
bioensaio foi realizado de forma descontinua, sendo as sementes levadas a germinacdo em
agua e, ap6s a emergéncia das radiculas, foram expostas as diferentes concentracfes. Foi
observado o crescimento das raizes, mas ndo foi possivel preparacGes adequadas para analise
microscopicas das laminas preparadas. As raizes expostas a concentracdo de 46 mg/kg
apresentaram uma hiperplasia da regido meristemética, diferentemente das demais

concentragdes analisadas (Figura 1).

Figura 1: Protuberancia (destacado pelas setas) nas regides meristematicas das raizes de A. cepa
expostas a concentragdo de 46,3 mg/kg.

Para as demais concentragdes (0,75, 1,5, 3, 6, 13, 18 e 23 mg/Kg), foi possivel
confeccionar e analisar as laminas das regifes meristematicas. O indice mitdtico,
caracterizado pela porcentagem de células meristeméaticas em divisdo, ndo apresentou
diferenca significativa entre estas concentracdes (figura 2). O indice de aberracGes
cromossémicas foi significativo, apenas, para a concentracdo de 23 mg/kg e, dentre as
alteracbes encontradas, a mais comum foi a aderéncia cromossémica. Nesta mesma
concentracdo também foi observado aumento significativo na quantidade de micronucleos, em

relacdo aos resultados do controle negativo (Tabela 2).
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Figura 2: indice Mitético de células meristematicas de A. cepa expostas a diferentes concentracdes
de putrescina.

3.2. Avaliacao 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 fracdo metabolizadora. Pelo teste ANOVA, os
resultados obtidos com a linhagem TA 98, sem sistema de metabolizagdo, ndo se mostram
significativamente diferentes entre as concentracfes testadas. Porém, para 0s ensaios
realizados com esta mesma linhagem (TA 98), mas com ativacdo metabdlica, houve inducéo
de mutagenicidade. A amostras ndo foram mutagénicas para a linhagem TA 100 sem fragéo
metabolizadora. No entanto, apds ativacdo metabolica, as amostras também apresentaram

potencial mutagénico.
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Tabela 2: Frequéncia de aberracdes cromossomicas, indice de genotoxicidade e indice de mutagenicidade, usados como indicativo de potencial
genotdxico e mutagénico para células de A. cepa, expostas a diferentes concentracfes de putrescina.

Tratamentos CN CP 0,75mg/kg 1,5 mg/kg 3 mg/kg 8 mg/k 13mg/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
Aderéncia 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 Polipléide 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
indice 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+291  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 concentracdes de putrescina sobre o sistema teste Salmonella/microssoma — teste de Ames, com e sem
fragdo metabolizadora S9 (+S9, -S9).

NuUmero de colbnias revertentes (Média + DP)

Concentracoes (mg/kg) -S9 + S9 -S9 +S9

Controle Negativo! 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
Poténcia Mutagenica? 925,63+28,88° 186,81+72,20 Negativo 728,36+184.60

1- Controle negativo (Agua ultrapura 100 pL/placa). 2- Poténcia mutagénica é calculada por meio de uma regressdo linear da curva dose-resposta,
considerando que essa regressao é sempre proporcional a poténcia, expressa quantitativamente em nimero de revertentes/g de putrescina.
3- Indicativo de mutagenicidade (ANOVA nao foi significativo).
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4. Discusséo

Muitas cidades tém relatado problemas de contaminacdo ambiental ocasionados por
cemitérios, onde o principal contaminante é o necrochorume, um liquido produzido pela
decomposicdo cadavérica. Eventualmente, este liquido pode percolar no solo, alcancar e
contaminar os lencdis fredticos ou ainda escoar pela superficie, contaminando &guas
superficiais (PACHECO et al., 1991; COSTA SILVA, FILHO, 2008). Esta substancia € rica
em uma série de compostos quimicos, dentre os quais estd a putrescina, uma poliamina que
desempenha importantes funcdes fisioldgicas, em diferentes células e em diferentes
organismos (DENT et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2013).

Pouco se sabe sobre os efeitos dessa substancia como contaminante ambiental, mas o
presente trabalho apresenta informacdes inéditas sobre esse potencial ecotoxicogenético e
mutagénico da putrescina.

Os ensaios de aberragcdes cromossdmicas sdo considerados 6timos parametros de
monitoramento dos danos causados por substancias quimicas sobre o material genético. O
sistema teste A. cepa se mostra muito sensivel para avaliacbes de genotoxicidade e
mutagenicidade de quimicos e apresenta uma boa correlacdo, quando comparado a outros
sistemas teste (LEME; MARIN-MORALES, 2008).

As maiores concentracdes testadas neste trabalho, inibiram a germinacéo das sementes
de A. cepa, sugerindo que a substancia, nestas concentracdes, apresenta efeito tdxico e
citotoxico para a espécie. A partir destes resultados, foram testadas concentracdes menores,
dentre as quais apenas a concentracdo de 23 mg/kg induziu aumento significativo nos indices
de genotoxicidade e de inducdo de MN. Em relacdo ao indice mitético (IM), ndo foram
observadas alteracGes significativas entre as concentragdes mais baixas testadas. Fernandes et
al. (2007) relatam que alteracBes no IM caracterizam um bom parametro para determinar 0s
efeitos citotoxicos das substancias toxicas.

As raizes expostas a concentracdo de 46,3 mg/kg apresentaram uma hiperplasia das
regibes meristematicas. Alguns autores denominaram esta malformacdo de C-tumor, ja
relatado também em estudos com herbicidas clorofenoxiacéticos como o 2,4-D, 2,4,5-T e
MCPA (CROKER, 1953; FISKESJO; LASSEN; RENBERG, 1981; ATEEQ et al., 2002).
Grossmann (2003) afirmou que o estimulo constante do metabolismo da planta, causado por
altas doses de herbicidas auxinicos, inibem o crescimento apical das raizes e induzem o
crescimento anormal em posicGes inadequadas, resultando em inchaco e deformagdes. A
putrescina, nesta concentragdo, pode ter agido de forma semelhante aos herbicidas citados

acima.
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Em A.cepa, é possivel observar alteracdes cromossomicas nas diferentes fases do ciclo
celular e, de acordo com o tipo de alteracdo encontrada, definir qual o mecanismo de agdo
(aneugénica ou clastogénica) do agente toxico avaliado (VIDAKOVIC-CIFREK et al., 2002).
Fenech (2000) relata que a acdo aneugénica acontece quando uma determinada substancia age
promovendo inativacdo de constituintes celulares como, por exemplo, no fuso mitético, cuja
inativagdo pode causar perda de cromossomos inteiros. Para 0 mesmo autor, a agédo
clastogénica se caracteriza pela acdo da substancia diretamente sobre a molécula de DNA,
induzindo quebras cromossdmicas durante a divisdo celular.

Nas celulas expostas a putrescina, foram observadas poucas aberracGes
cromossOmicas, sendo as aderéncias cromossomicas, as mais frequentes. De acordo com
Fernandes, Mazzeo e Marin-Morales (2009), isto se deve a um efeito aneugénico e esta
associado a falhas na formacdo do fuso mitético. Segundo Grant (1982), as aderéncias
cromossémicas resultam de empacotamentos impréprios das crométides, fazendo com que 0s
cromossomos fiquem ligados entre si, por meio de pontes subcromatidicas. Estas aberracGes
representam uma alta toxicidade do agente indutor do dano, tendo, de maneira geral, efeitos
irreversiveis para a célula, levando-a a morte. Fernandes (2005), afirma ainda que um
aumento da contracdo cromossémica poderia promover as aderéncias cromatidicas e
cromossomicas. Marcano et al. (2004) relataram que essas aderéncias poderiam originar
pontes e quebras cromossdmicas, que persistiriam até a tel6fase. Os resultados obtidos no
presente estudo divergem da literatura, pois ndo foram observadas pontes e quebras em
namero significativo. O resultado sugere que, a exposi¢do continua a putrescina leva a um
efeito aneugénico, o que sugere a capacidade desta poliamina em interferir no fuso mitético.

Os micronucleos (MN) encontrados na concentracdo de 23 mg/kg demonstram uma
acao mutagénica do composto. A formacao destas estruturas ocorre devido a danos, reparados
erroneamente ou nao reparados nas células em processo de divisdo, cujas estruturas derivadas
dos danos sdo facilmente observaveis nas células filhas, como uma estrutura similar ao ndcleo
principal, mas com tamanho mais reduzido. Portanto, a presenca de MN é decorrente de
algumas aberragcBes cromossdmicas, como perdas e quebras cromossémicas, ou ainda por
acdo aneugénica, dada pela inativacdo total dos fusos mitéticos, que promove poliploidizagdo
dos cromossomos. Neste caso, 0 material genético excedente é expulso do nucleo principal,
sob a forma de MN, na tentativa de restaurar a condicdo 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 raizes de bulbos de A. cepa as concentrages 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 aderéncias cromossdmicas como principais
alteracdes encontradas, para todas as poliaminas estudas e em todos os periodos avaliados.
Assim, podemos afirmar que a putrescina tem uma acdo aneugénica, capaz de induzir
aderéncias cromossdmicas e MNS.

No presente estudo, o teste de Ames foi realizado com as linhagens TA 98 e TA 100,
que sdo as cepas mais utilizadas para estudos de mutagénese ambiental (SILVA JUNIOR,
VARGAS, 2009). Neste estudo, foi observado um efeito mutagénico para a linhagem TA 98 e
TA 100, na presenca de S9, indicando que a putrescina é capaz de induzir mutacdes apos
metabolizacdo. Os resultados significativos, para ambas as linhagens, indicam que a
substancia, ap6s metabolizacdo, pode promover mutacGes do tipo frameshift (TA 98) e,
mesmo sem metaboliza¢do induzir mutagOes por substituicdo de pares de base (TA 100)
(MARON; AMES, 1983).

A avaliacdo de danos no DNA fornece respostas importantes, quanto aos efeitos de
substancias toxicas, uma vez que as mutacdes sdo eventos cruciais a serem considerados nos
processos carcinogénicos (FENECH, 2008). O ensaio de Salmonella/microssoma apresenta
uma alta correlacdo dos resultados com o ensaio de carcinogenicidade em roedores e é
reconhecido, internacionalmente, por sua eficiéncia na avaliagdo da mutagenicidade de
compostos quimicos (MORTELMANS; ZEIGER, 2000).

Considerando o potencial mutagénico 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 pug/mL de putrescina para avaliar o potencial antimutagénico desta
substancia, contra a acdo do acido metanossulfénico. Para isso foi utilizada a linhagem celular
TA 100, sem a fracdo metabolizadora. Os resultados indicaram que o nivel das mutacdes
induzidas diminuiu na presenca de putrescina.

No presente trabalho, a Unica linhagem de Salmonella em que a putrescina nao
apresentou potencial mutagénico foi a TA 100 sem fracdo metabolizadora, a mesma utilizada
por Pillai e Shankel. Desta forma, essa linhagem de Salmonela, sem a ativacdo do sistema de
metabolizacdo pela fracdo S9, parece ndo ser indicada para avaliar os efeitos da putrescina,
pois, em ambos os estudos realizados com essa linhagem, ndo houve inducdo de danos,
quando sem ativacdo metabolizadora, provavelmente, porque os danos diretos induzidos pela

substancia sejam por eventos que promovem deslocamento do quadro de leitura (mutacdo
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frameshift) e ndo por substituicdo de bases. Ja apds metabolizacdo, os metabolitos formados
parecem exibir potencial mutagénico tanto por excisdo ou adicdo de bases, como por
substituicdo de bases do DNA.

Como os estudos com putrescina, sob a 6tica de contaminante ambiental, sdo escassos,
0 presente estudo traz dados inéditos e comprobatdrios sobre os efeitos deste quimico para 0s
seres vivos. Os dados obtidos com os ensaios realizados neste estudo, certamente,
contribuirdo para uma melhor compreensdo e informagdo dos perigos dessa substancia e,
consequentemente, sobre os possiveis efeitos ambientais perigosos que 0s cemitérios possam

promover sobre 0s organismos Vivos e sobre a salde humana.

5. Concluséo

Pelos resultados obtidos, é possivel afirmar que a putrescina apresenta um potencial
genotdxico e mutagénico. Ambos 0s organismos expostos apresentaram resultados positivos,
em relacdo as alteracbes no material genético. Em A. cepa, foram observados aumento
significativo de aderéncias cromossémicas (indicativo de acdo aneugénica) e micronucleos
(indicativo de mutagenicidade). Em relacdo ao teste de Ames, o potencial mutagénico foi
observado nas linhagem TA 98 e TA 100, com fracdo metabolizadora, indicando que a
metabolizacdo da putrescina aumenta seu potencial de causar mutagcdes no DNA. A linhagem
TA 100, sem sistema de metabolizacdo, ndo se mostrou mutagénica para a putrescina,
mostrando que essa linhagem ndo parece ser indicada para estudos de impactos ambientais
promovidos por aminas biogénicas. Estes resultados alertam sobre o potencial mutagénico da
putrescina e confirmam o potencial de contaminacdo ambiental desta substancia. Segundo os
dados obtidos neste estudo, sdo necessarias acGes que avaliem, detalhadamente, as condicbes
geoldgicas, hidrologicas e bioldgicas dos locais a serem destinados a implantacdo de novos

cemitérios, bem como uma vistoria rigorosa dos cemitérios ja implantados.
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Artigo 2

Potencial genotdxico da putrescina e alteracdo na expressao de genes
envolvidos em mecanismos de toxicidade na linhagem celular de
hepatocarcinoma humano HepG2

Franco Dani Campos-Pereira, Raquel VVaz Hara, Leticia Bulascochi Cagnoni,

Leticia Ramos, Karen Cristiane Martinez de Moraes, Maria Aparecida Marin-Morales

Highlights

e A putrescina é uma das substancias produzidas durante a decomposicao cadaverica.

e O perfil de genotoxicidade da putrescina foi estudado em cultura de células HepG2.

e Concentracdes ndo citotoxicas foram capazes de induzir danos genotdxicos.

e Genes envolvidos na via de reparo do DNA apresentaram maior expressdao em ceélulas
expostas a putrescina.

Resumo

As poliaminas sdo moléculas responsaveis por diversas funcbes na fisiologia celular.
Dentre essas moléculas, uma das que mais se destacam € a putrescina por ser a precursora de
duas outras poliaminas: a espermina e a espermidina. A manutencdo da homeostasia celular é
garantida por niveis fortemente regulados dessas poliaminas. A decomposicdo cadavérica
produz um liquido rico em substancias quimicas, dentre elas, a putrescina. Esse liquido
percola no solo e atinge as aguas subterraneas, conferindo um risco a biota do local
contaminado e também a salde humana. A poluicdo por cemitérios tem proporcionado a
insercdo de putrescina no ambiente. Nesse estudo foram testadas concentragbes néo
citotoxicas de putrescina para células HepG2. A estabilidade gendmica foi avaliada pelo
ensaio do cometa e pelo teste de micronucleo. Foi também avaliada a potencialidade de
alteracdo no perfil de expressdo de diferentes genes. Os resultados obtidos mostraram que a
putrescina apresenta um potencial genotoxico, comprovado pelo aumento de danos no DNA,
aumento na frequéncia de micronucleos e alteracdo 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 microntcleo, necrochorume, PCR

em tempo real

1. Introdugéo

As poliaminas (PAs) sdo moléculas alifaticas lineares de baixo peso molecular,
compostas por uma, duas ou trés cadeias de carbono flexiveis conectadas por atomos de
nitrogénio (TETI et al., 2002). Estas moléculas realizam diversas funcdes relacionadas ao
crescimento e diferenciacdo celular, tais como sintese e estabilidade do DNA, regulacdo da
transcricdo, regulacdo dos canais i6nicos e fosforilacdo de proteinas (RUSSELL, 1983;
SODA, 2011). Devido a sua importancia na fisiologia celular, os niveis dessas moléculas sdo
fortemente regulados nas células e tecidos, por meio de complexos mecanismos de
biossintese, catabolismo, absorcdo, degradacdo e excre¢do (WALLACE et al., 2003;
IGARASHI; KASHIWAGI, 2010). Estes mecanismos sdo altamente conservados em células
procarioticas e eucarioticas, indicando que a regulacdo nos niveis de PAs sdo essencialmente
importantes para a sobrevivéncia celular (IGARASHI; KASHIWAGI, 2009; MILLER-
FLEMING et al., 2015).

As PAs sdo sintetizadas a partir do aminoacido ornitina, por meio de uma reagédo
catalisada pela enzima ornitina descarboxilase (OCD), que € a enzima limitante da taxa de
biossintese de poliaminas (DENG et al., 2008; PALMER; WALLACE, 2010; RAMANI et
al., 2014). A ornitina é transformada em putrescina (1,4 diaminobutano), que € uma molécula
precursora de outras duas PAs (espermina e epermidina). A conversdo da putrescina
sintetizada em espermina e espermidina se da& por meio da acdo de duas
aminopropiltransferases distintas, a espermina sintase e a espermidina sintase (RAMANI et
al., 2014, PEGG, 2016). O controle da expressdao de OCD ¢ altamente afetado pelos niveis de
PAs, onde 0 excesso de PAs promove, rapidamente, uma maior degradagdo da OCD. Por
outro lado, a auséncia de PAs promove uma estabilizagdo nos niveis desta enzima (PERSON,
2009).

Atualmente, uma das maiores preocupacbes da humanidade tem sido manter a
integridade e qualidade das fontes de aguas subterraneas utilizadas para abastecimento. As
maiores causas de poluicdo dos ambientes aquético estdo associadas a auséncia de redes de
esgoto, ao lancamento de efluentes industriais diretamente nos rios e no solo e ao uso
indiscriminado de agroquimicos (MATOS, 2001). Mais recentemente, tem-se levantado uma

outra fonte poluidora de solo e agua, conferida pelas atividades necroldgicas, como, por
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exemplo, as presentes em cemiterios. Porém, embora as fontes de contaminagdo mencionadas
anteriormente tenham recebido grande atencdo dos pesquisadores nos ultimos anos, muito
pouco se sabe sobre o efeito dos cemitérios na quimica ambiental (AMUNO, 2013).
Contudo, Costa Silva e Filho (2008) e Zychowski (2012) citam que 0s cemitérios apresentam
grande risco de contaminacdo ambiental, devido a producdo intermitente de um liquido
derivado da decomposicdo cadavérica, denominado de necrochorume. O necrochurume
apresenta uma densidade de 1.23g/cm?® e é composto por 60% de agua, 30% de substancias
mineralizadas e 10% de substancias organicas. Durante a degradacdo dessas substancias
organicas, sdo geradas aminas biogénicas, como a diamina cadaverina (CsH1N2) e a
poliamina putrescina (CsH12N2), ambas altamente sollveis em &gua (DENT et al., 2004;
OLIVEIRA et al., 2012).

Testes com putrescina marcada radioativamente com carbono 14 [14C] revelaram que
0 tempo necessario para a absor¢do da substancia por via gastrointestinal, disseminacao
sistémica e deteccdo na corrente sanguinea € de apenas 30 minutos. A rapida absorcao induz a
um aumento de enzimas que transformam a putrescina em outras poliaminas, o que revelou a
necessidade de se controlar a ingestdo de tal substancia (BARDOCZ et al., 1995; SEILER;
RAUL, 2007). A contaminacdo das aguas subterraneas pelo necrochorume pode representar
uma fonte exdgena de putrescina para os organismos que fazem uso desta agua. Como nao
existem dados na literatura referentes a toxicidade ambiental desta substancia, fica intrinseca a
necessidade de estudos que visem esta tematica.

Os ensaios desenvolvidos com culturas de células permitem avaliar a citotoxicidade de
xenobiontes e, assim, estimar os impactos bioldgicos que uma dada substdncia possa
promover no meio bioldgico a ela exposto. Células tumorais da linhagem HepG2, isoladas de
hepatocarcinoma humano tém sido muito utilizadas em testes que avaliam a toxicidade de
substancias quimicas para humanos, pois apresentam a maioria das caracteristicas citoldgicas
preservadas (VALENTIN-SEVERIN et al.,, 2003), como o0s sistemas enzimaticos de
metabolizacdo celular, enzimas de fases I e Il que participam da ativacao e detoxificacdo de
varios compostos, além de poderem demonstrar, com maior fidelidade, os efeitos toxicos dos
metabolitos resultantes de substancias as quais 0 homem pode estar exposto (UHL et al.,
2000).

Diante disso, nosso objetivo foi definir as concentragfes ndo citotoxicas de putrescina,
para avaliar, por meio do ensaio do cometa e do teste de microndcleo com bloqueio de
citocinese, os efeitos genotdxicos e mutagénicos respectivos desta poliamina; avaliar a

modulacdo da expressdo génica de genes envolvidos no metabolismo de xenobidticos, na
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resposta a danos no DNA e no estresse oxidativos; e a influéncia da putrescina na
instabilidade genémica de células HepG2, por meio de ensaios de PCR em tempo real (qRT-
PCR).

2. Materiais e Métodos

2.1. Cultura celular e substancia 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 Minimo Eagle Essencial) com 100U/mL de penicilina/estreptomicina (Gibco,
Nova Zeléandia), suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab, Campinas, Brasil) e
incubadas em frascos de cultura descartaveis de 25 cm? em estufa BOD a 37°C, com 5% de
co?

Nos ensaios de citotoxicidade, realizados em placas de 96 pocos, foram utilizadas
2,34x10% células por poco. Nos ensaios do cometa, do microntcleo e do PCR em tempo real
(QRT-PCR) foram utilizadas 5x10° células por frasco, cultivadas em frascos de cultura de 25
cm? e incubadas por 24 horas.

A substadncia testada foi a poliamina putrescina (1,4-Diaminobutano, férmula
molecular C4H12N2, peso molecular 88,15 g/mol, CAS-No: 110-60-1- Sigma-Aldrich, com
pureza de 99,0%). Para a determinacdo das concentracBes ndo citotdxicas da putrescina,
foram realizados os testes de MTT e de reducdo da resazurina, ambos ensaios que avaliam a
citotoxicidade de um agente quimico

Nos ensaios de citotoxicidade foram testadas 12 diferentes concentracoes,
estabelecidas a partir da DLso (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 estao representados na tabela 1.

Tabela 1: Concentragfes utilizadas para 0s ensaios de genotoxicidade, em relacdo a DLso de

putresci na para ratazanas.

Concentracoes testadas nos ensaios de genotoxicidade (mg/kg)

% 100% 95%  90% 85% 80% 70% 60% 50% 40% 30% 20% 10%

mg/kg 463 439.85 416,7 393,55 3704 324,1 277.8 231,5 1852 138,9 92,6 46,3
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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 pocos, em um volume de 100 uL de meio com soro. A placa foi
incubada por um periodo de 24 horas, para que houvesse a adesdo das células na superficie
dos pocos e, apds este periodo, o meio foi retirado e foi adicionado 200 uL de um novo meio
de cultura (sem soro), contendo as concentragdes a serem testadas. O controle positivo (CP)
foi realizado com 1% de Triton X-100, diluido 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 periodo de 24 horas. Em seguida, o meio foi descartado e foram
adicionados 150 uL de MTT (1x10°® mg/ml). A placa foi incubada por um periodo de 4 horas
a 37° C. Na sequéncia, foi descartada a solugdo de MTT e foi adicionado, 100 uL de
dimetilsulfoxido (DMSO) em cada poco. As placas foram analisadas imediatamente em
espectrofotdmetro com leitor de microplaca, filtro de 540 nm (Multiskan ™ FC Microplate
Photometer — Thermo Fisher Scientific).

A viabilidade celular foi avaliada com base na comparacdo entre as células expostas as
diferentes concentracGes e as células do controle negativo (CN). As concentragdes com

viabilidade abaixo de 80% foram consideradas citotoxicas.

2.3. Teste de reducédo da Resazurina

As células HepG2 foram semeadas em placas de 96 pocos contendo100 pL 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 CO; a 37 °C e, entdo, o meio de cultura foi retirado e 200 uL das
diferentes concentragfes de putrescina foram adicionadas aos pogos correspondentes a cada
concentracdo. 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 sequéncia, os tratamentos foram
descartados. Foram adicionados em cada pogo da placa 200 uL. de Resazurina (44 pM),
preparada em meio de cultura. A placa foi incubada por 4 horas a 37 °C e a leitura foi
realizada em fluorimetro Infinite® 200 pro microplate readers (TECAN, Mannedorf, Suica),
configurado com A = 560 nm de excitacdo e A = 590 nm de emissdo. Concentragcdes com

viabilidade celular menores que 80% foram consideradas citotoxicas.

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 condi¢Oes ideais de cultivo e expostas a quatro



Artigo 2 74

diferentes concentragdes (324.1, 231.5, 138.9, 46.3 mg/kg para ratazanas, correspondentes a
70, 50, 30 e 10% da DLso de putrescina). Essas concentracbes, ndo citotoxicas, foram
definidas pelos testes de citotoxicidade. O controle negativo foi realizado com a adicdo de
PBS no meio de cultura e o controle positivo com uma solu¢io de MMS (4x10** M, Sigma-
Aldrich, CAS-No: 66-27-3). Todas as exposi¢Ges foram realizadas em triplicata. As células
foram expostas a putrescina por 24 horas e, na sequéncia, 0 meio de cultura contendo 0s
tratamentos foi retirado e os fracos lavados duas vezes com 5 mL de PBS. Os frascos foram
tripsinizadas com 500 pL de tripsina 0,5 %, por 5 minutos, para desprendimento celular. As
suspensoOes celulares foram transferidas para tubos de centrifuga 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 solucdo celular foi passada por uma seringa de 1 mL para obtencdo de
celulas isoladas.

Uma aliquota de 20 pL de suspenséo celular foi misturada com 120 pL de agarose de
baixo ponto de fusdo 0,5% a 37 °C e, rapidamente, gotejada sobre laminas previamente
cobertas com agarose normal, 1,5 %. As laminas, feitas em réplicas, foram levadas a geladeira
a 4° C, por 20 minutos. As laminulas foram removidas, cuidadosamente, e as laminas imersas
em solucéo 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 4° C, no escuro. Ap6s este procedimento, as laminas
foram colocadas em uma cuba de eletroforese e cobertas com uma solucdo tampao (NaOH
300 mM, EDTA 1 mM, pH>13), onde permaneceram por 20 minutos para a desnaturacdo do
DNA. A eletroforese foi realizada em 39 V e 300 mA por 20 mim. Em seguida, as laminas
foram neutralizadas em tampéo de neutralizacdo (tris-HCL 0,4 M, pH 7.2) e fixadas, por 10
min., em etanol absoluto. As laminas foram coradas com 50 pL de Gel red® (0,02 mg/mL) e
analisadas em microscopio de fluorescéncia Leica, objetiva de 40x, filtro B - 34 (excitagdo: i=
420-490 nM, barreira: 1= 520 nM). Foram contabilizados 100 nucledides por lamina,
totalizando 600 nucledides por tratamento. Os danos no DNA foram estimados por 3
parametros: 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 Zelandia). Para isso, 10 pyL de suspensdo celular de cada
tratamento foram misturados com 10 pL de corante a 0,4 % e analisados em microscopio de
luz em objetiva de 40x. Foram contabilizadas as células viaveis (brancas) e inviaveis (coradas

em azul). Os indices de viabilidade celular foram obtidos considerando-se as porcentagens de
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células viaveis do total de células analisadas. Foi estabelecido o limite minimo de 80 % de
células viaveis (ZWOLAK, 2014).

2.5. Teste do Micronucleo com bloqueio de citocinese

Para o teste do micronucleo, foi utilizada a técnica descrita por Natarajan e Darroudi
(1991), com algumas modificacbes descritas a seguir: Os ensaios foram realizados em
triplicata e as células foram expostas por 24 horas as quatro diferentes concentragdes, como
descrito no ensaio do cometa. Apds este periodo, as células foram lavadas com tampéo PBS,
seguido da adicdo de 5 mL de meio de cultura completo com citocalasina B (3 pg/mL, Sigma,
Cas-No: 14930-96-2), onde permaneceram por 28 horas. Posteriormente, as células foram
coletadas, tratadas com solugdo hipoténica (citrato de sodio 1%) e fixadas com formol (40%)
e Carnoy (etanol-acido acético 3:1 — v:v). As laminas foram preparadas gotejando algumas
gotas da cultura celular sobre laminas limpas, geladas e contendo um filme de agua. Apds
secagem, as laminas 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
citoplasmatica integras, nucleos de tamanhos similares ndo sobrepostos e com o mesmo
padrdo e intensidade de coloracdo, totalizando 3.000 células por tratamento. Foram
identificados e contabilizados os micronucleos (MN), as pontes nucleoplasmaticas (PN) e 0s
brotos nucleares (BN) (FENECH, 2000).

O indice de divisdo nuclear (IDN) foi calculado de acordo com o nimero de células
mono, bi, tri e tetra nucleadas, contabilizadas em um total de 1500 células por tratamento.
Esse indice fornece uma medida de estado proliferativo das células viaveis. O célculo foi
realizado de acordo com a expressdo: IDN= [M1+ 2(M2) + 3(M3) + 4(M4)]/N, onde M1-M4
representam os numeros de células com 1, 2, 3 e 4 nucleos, e 0 N é o nimero total de células
contadas (EASTMOND; TUCKER, 1989).

2.6. Analises moleculares: extracdo de RNA e perfil de expresséao génica
As celulas foram expostas como no ensaio anterior e, apés as 24 horas de exposicéo,
foram tripsinizadas, coletadas, lavadas por trés vezes com PBS e centrifugadas até completa
lavagem do meio de cultura e da tripsina. Os RNAs foram extraidos com Tri Reagente®
(Sigma, St Louis, EUA). A qualidade e a concentragdo dos RNAs foram analisadas em
NanoVue™ 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

™) em um volume final de 20uL. Foram selecionados genes relacionados & metabolizago,
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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 sequéncias 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 reacOes realizadas em placas de 96 pogos,
foram montadas para um volume final de 10 uL sendo 0.75 uM de iniciadores, 2uL de cDNA
diluido 10 vezes e 5uL de SYBR® Green Real-Time PCR Master Mix (Applied
Biosystems™). As condicdes para PCR foram: Denaturagio inicial e ativacio enzimatica por
10 min, a 95° C, seguidos de 40 ciclos de 95° C por 15 s, 60° C por 1 mim. As alteragdes na
expressao génica foram determinadas usando a R-actina como gene de referéncia
(housekeeping) e o método de comparagdo utilizado foi CT (AACT). Todas as amostras

foram avaliadas em triplicata.

2.7. Andlises estatisticas
Todos os resultados foram expressos em Média + Desvio Padrdo (SD). A normalidade
foi realizada pelo teste de Shapiro-Wilk, que mostrou distribuicdo normal dos dados obtidos.
Os ensaios do cometa, o teste de MN, o Indice de divisdo nuclear (IDN) e as analises de
expressao génica foram analisadas pelo teste ANOVA, seguido do teste de Tukey, para
maultipla comparacdo 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 sequéncias dos iniciadores utilizados nos ensaios de expressao génica.
Nome dos denes Gene Identificacéo Sequencia direta Sequencia reversa Tamanho do
g do gene (5-3) (5-3) amplicon (Pb)
Sintese de poliaminas
Ornitina descarboxilase OCD 4953 CCCAGCGTTGGACAAATACT TCCATAGACGCCATCATTCA 205
Estresse oxidativo
Superdxido 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 xenobioticos
;'rtr?ﬁir;”{‘o P40, CYP1Al 1543 TTCCCTGATCCTTGTGATCC GGAGATTGGGAAAAGCATGA 109
Glicuronil transferase UGT1Al 54658 GTGCCTTTATCACCCATGCT GCTTTGCATTGTCCATCTGA 108
Danos no DNA
Reparo por Exciséo ERCC1 2072 CTACAGCCAGTGCATCTCCA CTCCTGAAACAAGGCACCTC 112
Ndclease APEX APEX1 328 ATATTGCTTCGGTGGGTGAC GCTCTGTCCTGAGCTCATCC 115
Chechpoint Quinasel CHEK1 1111 CGCTCCCAACACGGAGTTCC TCACAGTCGGTGAAGCAGAG 119
Housekeeping
B-actina B-act 60 CGGGACCTGACTGACTAC CTCCTTAATGTCACGCAC 87
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3. Resultados
3.1. Ensaios de citotoxicidade da putrescina

O potencial citotoxico da putrescina foi avaliado por meio do teste de MTT e do
ensaio de reducdo da resazurina em células HepG2 expostas por de 24 horas a esta poliamina.
Para o teste de MTT, as concentracdes de 463 mg/kg (referente a DL50 de ratazanas) e as
concentragOes de 439.85, 416.7, 393.55 mg/kg foram citotoxicas para as células HepG2. Ja
para ensaio de reducdo da resazurina, tanto as concentragdes citotoxicas pelo MTT como a
concentracdo de 370.4 mg/kg se apresentaram citotoxicas para essas células. Os resultados
foram bem semelhantes para ambos os testes, mas foi possivel inferir que o ensaio de
resazurina foi mais sensivel que o do MTT. Desta forma, foi possivel estabelecer as
concentracdes ndo citotoxicas que seriam testadas para os demais testes. Foram escolhidas as
concentracdes de 324.10, 231.5, 138.9 e 46.3, correspondentes a 70, 50, 30 e 10% da DLso de
ratazanas. Os resultados estdo demonstrados na figura 1.
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Figura 1: Viabilidade celular, avaliada pelos testes de MTT e Resazurina, em células HepG2 expostas
a diferentes concentragdes de putrescina. *correspondem as concentragdes citotoxicas (viabilidade

celular menor que 80%).

3.2. Ensaio do cometa
O ensaio do cometa foi realizado com as concentragdes ndo citotoxicas estabelecidas
nos ensaios de citotoxicidade. Foram utilizadas as concentragdes correspondentes a 70, 50, 30
e 10% da DLsp para ratazanas, j& conhecida para a putrescina. Os danos no DNA foram
estimados por 3 parametros: intensidade de DNA, comprimento e momento da cauda. Os

resultados estdo 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 concentracfes foram significativas para o critério
intensidade da cauda. Em relacdo ao comprimento da cauda, os resultados foram
significativos para as concentracdes de 10 e 50 % da DLso. Resultados semelhantes foram
observados para 0 momento da cauda. N&o foram observadas diferencas significativas no
ensaio de viabilidade celular.
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Figura 2: Efeitos genotoxicos observados pelo ensaio do cometa em células HepG2. Os resultados
foram expressos em média e desvio padrdo. *correspondente a valores estatisticamente significativos
(P<0.05).

3.3. Teste do Micronucleo com bloqueio de citocinese (MN)

A atividade genotdxica da putrescina foi avaliada em células HepG2, por meio do teste
do MN. As celulas foram expostas as mesmas concentragdes do ensaio do cometa, 70, 50, 30
e 10% da DLso. Apos 24 horas de exposicdo, houve um aumento da frequéncia de MN em
células binucleadas para as concentracGes de 10, 30 e 50 %. As frequéncias de alteracOes
nucleares (brotos e pontes) aumentaram de forma significativa, apenas para a maior

concentracgéo testada (70%) (Tabela 3).
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Tabela 3: Valores representados por frequéncia de microndcleos (MN) e anormalidades nucleares

(Brotos e pontes nucleoplasméticas) em células HepG2 expostas a diferentes concentragdes de
putrescina.

Concentracdes 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 médiat desvio padraio MN = Micronlcleos. *sdo estatisticamente
significativos — P<0,05 (ANOVA/Tukey, P< 0.05).

O efeito citostatico da putrescina foi avaliado pelo indice de divisdo nuclear (IDN) e
nenhuma concentracdo testada apresentou resultado significativo (figura 3).
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Figura 3: Influéncia das diferentes concentragdes de putrescina (10, 30, 50 e 70%) nos indices de
divisdo nuclear de células HepG2 expostas por 24 horas. Nenhum resultado foi significativo.

3.4. Efeitos da putrescina sobre a expressdao de mRNA

Os efeitos da putrescina sobre a expressao génica foram analisados em células HepG2
expostas por 24 horas as concentragfes de 324,1, 231,5, 138,9 e 46,3 mg/kg, referentes a 70,
50, 30 e 10 % da DLsg de putrescina para ratazanas. Os valores representativos, referentes as
quantificacbes de expressao, 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 niveis aumentados de expressao nas concentragdes de 10,
50 e 70%. Os genes relacionados ao estresse oxidativo apresentaram niveis de expressdes bem
distintos entre as diferentes concentracdes. SOD1A foi mais expresso na concentracdo de
10%, enquanto que que CAT aumentou apenas na concentracdo de 70 %. GPX1 teve um
aumento de expressdo na concentracdo de 50 %, enquanto GSR aumentou em 10 e 70%. Os
genes relacionados ao metabolismo de xenobidticos (CYP1Al e UGT1Al) foram mais
expressos nas maiores concentragdes e os de reparo de danos no DNA, principalmente o

APEX1, foram mais expressos na concentracdo de 10 e 50 %.
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Tabela 4: Perfil de expressdo de genes relacionados a via de sintese da putrescina, estresse oxidativo, metabolismo de xenobidticos e de respostas a danos no
DNA de células HepG2, expostas a diferentes concentragdes de putrescina. Os resultados foram normalizados com o gene enddgeno da b-actina.

Concentracgoes
Mecanismo Gene Controle 10 % 30 % 50 % 70 %
envolvido
Sintese 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
Xenobioticos
CYP1Al 0.001+0.000 0.002+0.000* 0,001+0.000 0.002+0.000*  0.003+0.000*
UGT1Al 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 médiatdesvio padrdo. *sdo estatisticamente significativos — P<0,05 (ANOVA/Tukey, P< 0.05).
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4. Discusséo

A contaminacdo ambiental proporcionada por cemitérios estd fortemente ligada a
producdo do necrochorume, liquido proveniente da decomposicdo cadavérica e rico em
substancias quimicas, como as aminas biogénicas cadaverina e putrescina (DENT et al., 2004;
OLIVEIRA et al., 2012). O necrochorume pode, eventualmente, contaminar o solo, aguas
superficiais (por escoamento) e aguas subterraneas (por percolacéo), se caracterizando em um
risco a saude humana (COSTA SILVA; FILHO, 2008; ZYCHOWSKY, 2012). Esse tipo de
contaminacdo representaria uma fonte exdgena de putrescina para 0s organismos que fazem
uso destas aguas contaminadas. Como essa substancia desempenha grande importancia para a
biossintese das poliaminas, um aumento na sua biodisponibilidade pode representar grandes
alteracdes na fisiologia celular (BARDOCZ et al., 1995; GAO et al., 2013; KIBE et al., 2014).
Diante da falta de estudos relacionados a contaminacdo 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 genotoxico desta substancia, bem como através de
analises de transcricdo génica, a identificacdo 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 exposi¢cdes ocupacionais e ambientais (MOLLER, 2006). Diante
disso, foram avaliados neste trabalho, pelo ensaio do cometa, trés parametros distintos de
genotoxicidade, como a intensidade, o comprimento e 0 momento da cauda para células
HepG2 submetidas a exposi¢do a putrescina. Ambos os parametros indicaram acdo toxica da
putrescina para o material genético de células HepG2 expostas as concentracfes de 10 e 50%
desta poliamina. Existem algumas divergéncias em relacdo a qual o melhor pardmetro de
analise utilizado para este fim, entretanto, muitas pesquisas assumem o momento da cauda
como medida mais estatisticamente significativa, pelo fato de ser uma combinacdo 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 condicdes alcalinas detecta danos primarios no DNA, rupturas
em fita dupla e simples e sitios alcali-labeis, que muitas vezes sdo passiveis de reparo
(SINGH et al., 1988; DHAWAN et al., 2008). Diante disso, a associagdo de outra técnica ao
teste do cometa pode fornecer informagdes mais consistentes sobre 0 mecanismo de agédo da
substancia testada (MALUF, 2004). O ensaio MN é uma técnica bem estabelecida em
genética toxicoldgica, pois proporciona estratégias adicionais de avaliagdo dos danos
genéticos (FENECH et al., 2011; MAISANABA et al., 2016). Este ensaio permite a
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identificacdo de substancias que agem nas células em diviséo celular, causando nas mesmas,
danos cromossdmicos estruturais e numéricos. Com este ensaio, é possivel identificar, aléem
de MN, outras anomalias nucleares como pontes nucleoplasmaticas (PN) e brotos nucleares
(BN) (FENECH, 2006; FENECH et al., 2011).

As células expostas a putrescina apresentaram um aumento significativo na frequéncia
de micronucleos para as concentragfes de 10, 30 e 50 %, enquanto que as frequéncias de PN e
BN aumentaram, significativamente, apenas para a maior concentracdo testada (70%). Por
meio destes resultados é possivel inferir que diferentes concentracdes de putrescina podem
desencadear mecanismos de acéo distintos sobre o material genético de células HepG2.

Os MN observados nas células submetidas as menores concentra¢@es foram originados
de cromossomos inteiros, fragmentos cromossémicos acéntricos ou, fragmentos de
cromatides acéntricas que ndo se ligaram corretamente as fibras do fuso, durante o processo
de divisdo cromossémica. Uma pequena proporcao desses microntcleos pode ser formada por
rupturas na dupla fita de DNA, mas isso s6 ocorre quando os niveis de danos sdo maiores que
a capacidade de reparo da célula (FENECH et al., 2011). Um outro mecanismo descrito esta
relacionado a excisdo de bases danificadas ou incorporadas de forma incorreta. Se esse
processo ndo acontece de forma completa, pode ocasionar uma ruptura na molécula de DNA,
promovendo a formagédo de MNs (FENECH; NEVILLE, 1992).

A exposicdo a maior concentragdo de putrescina avaliada induziu aumento na
frequéncia de pontes nucleoplasmaéticas e brotos nucleares. De acordo com Thomas et al.
(2003), as PN sdo indicativas de rearranjos cromossdmicos originadas de cromossomos
dicéntricos e cromossomos em formato de anel. Elas fornecem evidéncias de rupturas na
molécula de DNA, provocadas por problemas nos processos de reparo (FENECH, 2006). A
formacdo de PN tem sido constantemente encontrada em exposi¢fes decorrentes a oxidantes
enddgenos, radiacdo ionizante e hidrocarbonetos policiclicos arométicos (FENECH et al,
2011).

Os brotos nucleares podem ser originados de amplificacdo do material genético.
Algumas substancias quimicas atuam sobre o0s constituintes celulares, interrompendo a
migracdo dos cromossomos para os polos das células, durante o processo de diviséo celular, o
que, consequentemente, induz poliploidizacdo. Esse material genético em excesso é eliminado
do nucleo 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 complementacdo aos resultados obtidos com os ensaios classicos de avaliagdo da
genotoxicidade da putrescina, foram realizados estudos de expressdo génica, para tentar
identificar as vias moleculares potencialmente envolvidas na toxicidade desta substancia.

O gene da OCD (ornitina descarboxilase) foi monitorado na intencdo de observar a via
de biossintese das poliaminas. Essa enzima €é o fator limitante, que controla a conversao de
ornitina em putrescina, por meio de uma reacdo de descarboxilacdo (RAMANI et al., 2014).
Os resultados dos ensaios de expressdo génica mostraram um aumento expressivo de mRNA
de OCD nas concentracdes de 50 e 70 % (50% - 0.206+0.012; 70% 0.242+0.030), em relacéo
ao teste controle (0.052+0.002). Altas concentracdes de putrescina deveriam induzir uma
diminuicdo na expressdo de OCD, uma vez que ela é altamente afetada pelos niveis de PAs
(PERSON, 2009), exatamente o contrario do que foi observado. Determinadas condigdes
fisiolégicas podem influenciar na regulacdo dessa enzima por meio de Guanosina trifosfato,
sugerindo que mecanismos de regulacdo alostérica ou modifica¢bes pos-traducionais atuam
de forma regulatoria sobre esta enzima (COFFINO, 2001).

Quantidades elevadas de poliaminas ativam mecanismos catabolicos nas células, que
sdo capazes de gerar um aumento excessivo de peroxido de hidrogénio (H20.) (PEGG et al.,
2013). Essa molécula é considerada como um forte agente citotdxico, cujos niveis devem ser

minimizados através da acdo de enzimas de defesa antioxidantes (HALLIWELL et al., 2000).
Além disso, o H20; € considerado um precursor de radical hidroxila (-OH), que é reconhecido

como um dos radicais livres mais reativos (ALZOGHAIBI, 2013). Isso pode desencadear um
distdrbio entre a producdo de radicais livres e defesas antioxidantes, caracterizando em um
estresse oxidativo celular (BETTERIDGE, 2000). Diante disso, foram monitoradas a
expressdo de genes relacionados a via de estresse oxidativo. Foram avaliados os genes das
enzimas SOD, CAT, GPx, que induziram um aumento na expressao de seus mMRNA, de forma
distinta entre as diferentes concentracfes testadas. As maiores variagdes foram no aumento da
expressao do gene SOD1A, na concentracdo de 10 %, e no gene da GPx1, na concentracdo de
50%. Esses resultados indicam estresse oxidativo e podem estar associados com a inducédo de
danos no DNA, corroborando os resultados do ensaio do cometa e do MN.

Nesse estudo também foram avaliados genes envolvido na via de metabolizagdo de
xenobidticos, por meio da expressao do mRNA da CYP1Al e da UGT1AL. Foram observados
aumento significativo para 0 CYP1AL nas concentragdes 10, 50 e 70 %. Essa enzima atua na
fase | de metabolizacéo e faz parte da familia do Citrocromo p450, que é responsavel pelo

metabolismo de compostos enddgenos e Xxenobidticos, como drogas e contaminantes
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ambientais (ZANGER; SCHWAB, 2013). O mRNA correspondente a enzima Glicuronil
transferase (UGT1AL) também aumentou, significativamente, na concentracédo de 50 %. Esta
¢ uma enzima que atua na fase Il de metabolizacdo. Elas catalisam a transferéncia de acido
glicurénico para grupos hidroxila, carboxila ou grupos aminicos de compostos quimicos, que,
na maioria das vezes, atuam transformando compostos hidrofébicos em metabolitos sollveis
em &gua, processos esses essenciais para a eliminagdo de substancias toxicas dos organismos
(ODA et al., 2015). Esses resultados mostram que a putrescina altera a expressdo de genes
envolvidos nas vias de metabolizacao, tanto de fase | quanto de fase II.

Também foram analisados a expressdo de genes ERCC1, APEX1 e CHEK1,
correspondentes a enzimas envolvidas nos processos de reparo do DNA. A expressdo de
ERCC1 e CHEK1 aumentaram significativamente nas células expostas as concentracdes de 10
e 50% corroborando com os indices de danos no DNA observados pelo ensaio do cometa.
Estes resultados, demonstraram que células com maiores danos nas moléculas de DNA
apresentam expressdo aumentada para genes envolvidos nos processos de reparo. O complexo
enzimatico ERCC1-XPF é o componente central do reparo de excisdo de nucleotideos (REN),
que pode também atuar em outros processos celulares, como o reparo de ligacBes cruzadas
(Crosslink) e os reparos de quebras de fitas duplas (double-strand break) (MCNEIL;
MELTON, 2012). O gene CHEKZ1, 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 APEXI,
mostraram uma super expressao nas células expostas as concentracdes de 10 e 50 %, enquanto
que a concentracdo de 70% levou a uma reducéo da sua expressdo. O gene APEX1, codifica a
principal endonuclease de sitios apurinicos/pirimidicos e atua na via de excisdo de bases
(BER) danificadas (MAHJABEEEN et al., 2013).

Com base em todos os resultados obtidos, fica evidente o potencial genotdxico e
mutagénico da putrescina. A intensidade dos danos promovidos pela substancia superou a
capacidade de reparo do DNA das células HepG2. Esse material genético danificado foi
observado na forma de micronucleos em células binucleadas. Esse trabalho avaliou os efeitos
genotdxicos da putrescina, uma das moléculas bioldgicas de grande importancia nas funcées
celulares, e mostrou a necessidade do desenvolvimento de trabalhos que sejam realizados com
amostras ambientais, para que seja estimado os riscos reais de contaminagdo proporcionadas

por cemitérios.
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5. Concluséo

Os resultados in vitro obtidos no presente estudo, demonstram um potencial
genotoxico de concentracdes ndo citotoxicas de putrescina e indicam que 0s ensaios de
cometa e o teste de MN sdo ferramentas eficientes e complementares para avaliacdo dos
efeitos toxicogenéticos em células HepG2. A putrescina também interfere na expressdo de
genes relacionados ao estresse oxidativo e relacionados a sinalizacdo de danos no DNA. Estes
resultados alertam para uma maior atencdo a este tipo de contaminacdo e reforcam a
necessidade de uma maior compreensdo e atencdo para 0S impactos proporcionados por
cemitérios alertando sobre a necessidade de realizagdo de estudos mais diversificados e mais

abrangentes sobre esse tipo de contaminagdo ambiental.
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Highlights

e Os cemitérios apresentam grande potencial como contaminante ambiental.

e O necrochorume é a principal causa da contaminacdo ambiental proporcionada pelos
cemitérios.

e A poliamina putrescina € uma das substancias produzidas pela decomposicdo cadavérica.

e As poliaminas desempenham grande importancia nos processos celulares fisioldgicos.

Resumo

Os cemitérios tém se despontado mundialmente, como grandes poluidores ambientais, embora
essa atividade poluidora seja ainda muito negligenciada pelos érgdos ambientais competentes.
Nestes locais sdo produzidas e acumuladas grande quantidade de compostos quimicos
provenientes da decomposicdo cadavérica, tanto de origem organica como inorganica, que
apresentam um alto potencial poluidor, além de agentes bioldgicos, como virus e bactérias,
que persistem por muito tempo nesses ambientes. O liquido produzido pela decomposicédo dos
corpos, denominado de necrochorume, € constituido por agua e pelos produtos derivados
dessa decomposicdo, dentre eles a poliamina putrescina, que € uma substancia que também
apresenta importantes fungdes fisiologicas para 0s organismos vivos. Esse € um estudo
pioneiro, que tem como objetivo buscar informacdes sobre os efeitos toxicos potenciais desta
substancia. Para isso, foram utilizados neste estudo ratos Wistar, expostos por 56 dias
consecutivos a concentracdes de 46.3, 138.9 e 251.5 mg/kg, referentes, a 10%, 30% e 50 % da
DLso de putrescina. Foram avaliados marcadores hematoldgicos, bioquimicos e biométricos, a
fim de estabelecer a maior quantidade de informagfes possiveis sobre o potencial toxico da
substancia. Os animais expostos apresentaram varios parametros alterados, entre eles

alteracdes nos pesos de 6rgdos (figado, rim, pulméo, vesicula seminal e prostata), alteractes
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nos indices hematoldgicos (aumento de células vermelhas, plaguetas e células do sistema
imunolodgico) e nos pardmetros bioquimicos, como distdrbios nos indices glicémicos e
colesterolémicos. Os parametros avaliados se mostraram bastante eficientes no
monitoramento dos efeitos sistémicos da putrescina, revelando, nas condi¢des testadas, o
potencial toxicoldgico da mesma. Esses resultados alertam para o possivel potencial
ecotoxicoldgico dessa substancia e indicam a necessidade do desenvolvimento de estudos

ambientais com esse quimico.

Palavras-Chave: parametros bioquimicos, parametros hematoldgicos, peso relativo
necrochorume, potencial ecotoxicolégico

1. Introducgédo

A poluicdo dos recursos hidricos pode ser proveniente de diversas atividades
antropicas, dentre elas as que ocorrem em cemitérios (NEIRA et al., 2008; USLU et al., 2009;
OLIVEIRA et al., 2012; ZYCHOWSKI, 2012). Os cemitérios tém se destacado quanto ao seu
potencial de contaminacdo ambiental, como alertado pela Organizacdo Mundial da Salde
(WHO) que destaca que a instalacdo da maioria dos cemitérios é realizada sem a prévia
avaliacdo geoldgica e hidrogeoldgica do local, podendo colocar em risco a qualidade das
aguas superficiais e subterrdneas do seu entorno, tanto pela contaminacdo por substancias
quimicas (organicas e inorganicas), como por microrganismos patogénicos (WHO, 1998). A
principal causa de contaminacdo ambiental pelos cemitérios é a producdo intermitente de um
liquido derivado de processos de decomposicdo cadavérica, denominado de necrochorume
(COSTA SILVA; FILHO, 2008; OLIVEIRA et al., 2012).

O necrochorume é um composto rico em substancias quimicas, dentre elas a
putrescina (1,4 diaminobutano), uma poliamina resultante da decomposi¢do dos aminoacidos,
que, normalmente, desempenha importantes funcdes fisioldgicas nos organismos (DENT et
al, 2004; OLIVEIRA et al., 2012). A putrescina é um polication organico presente em todas as
células eucariotas e é de grande importancia para os processos fisiolégicos por ser uma
molécula precursora de duas outras poliaminas, a espermidina e a espermina, ambas
importantissimas no processo de proliferacdo celular (SVENSSON, 2012; PEGG, 2016). Essa
poliamina pode interagir com moléculas de DNA, RNA, proteinas e lipideos e regular
atividades como a transcricdo do RNA, traducdo de proteinas e seu processamento pos-
traducionais (PARK; IGARASHI, 2013).
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As poliaminas estdo fortemente ligadas ao aparecimento de neoplasias de intestino,
com evidéncias, cada vez mais fortes, de que a putrescina e a espermidina tenham um papel
importante na promocao da transformacdo maligna. Células de cancer colorretal apresentam
niveis maiores de poliaminas que os tecidos adjacentes ou que o tecido normal equivalente,
destacando a possivel importancia da putrescina exdgena no seu desenvolvimento (GERNER,;
MEYSKENS, 2004).

Como a putrescina presente no necrochorume pode, eventualmente, causar
contaminacdo ambiental tanto pelo seu espalhamento como percolagdo no solo, ela tem a
potencialidade de atingir as aguas superficiais e os lengois freaticos. Como pouco se sabe
sobre os efeitos dessa substdncia como contaminante ambiental, é muito importante o
desenvolvimento de estudos que possam trazer informacdes sobre a via sistémica de atuacao
desta poliamina sobre os organismos. Entre os parametros mais utilizados em pesquisas
toxicologicas, estdo as avaliacGes bioquimicas e hematoldgicas, por serem importantes para a
determinacdo dos efeitos das substancias sobre um organismo exposto (PETTERINO;
ARGENTINO-STORINO, 2006). A grande vantagem do uso destes parametros em
ecotoxicologia €, além de estimar os efeitos bioldgicos dos poluentes, obter indicativos sobre
0s seus mecanismos de acdo, diferente dos estudos quimicos, que possibilitam, apenas, a
quantificacdo dos compostos no ambiente. Os parametros hematoldgicos sdo considerados
indicadores fisiohistopatoldgicos sistémicos e, consequentemente, constituem um importante
diagnostico do status estrutural e funcional do animal exposto a substancia avaliada
(ADHIKARI et al., 2004). Nesse contexto, o presente trabalho avaliou diferentes parametros
biométricos, hematoldgicos e bioquimicos, em testes in vivo realizado com ratos Wistar, para
esclarecer/conhecer os possiveis efeitos da putrescina sobre a fisiologia de um organismo a

ela exposto.

2. Materiais e Métodos

2.1. Substancias Quimica
Para o desenvolvimento dos ensaios, foram utilizadas diferentes concentragfes da
poliamina putrescina (1,4-Diaminobutano, formula molecular C4sH12N2, peso molecular 88,15
g/mol, CAS. No 110-60-1, Sigma-Aldrich, com pureza de 99,0%). As concentracdes testadas
foram definidas a partir de referéncia contida na ficha de informacgdes de seguranga do

produto, que aponta uma DL50 oral para ratazanas de 463 mg/kg. Foram definidas as
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concentracOes de 10 % da DL50 (T1- 46,3 mg/kg), 30% (T2- 138,9 mg/kg) e 50% (T3- 231,5
ma/kg).

2.2. Animais e desenho experimental

Para a realizacdo 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
experimentacdo animal da Fundacdo Herminio 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 agua e ra¢do purina ad libitum.

Os animais foram divididos em quatro grupos, com seis animais cada. O grupo
controle recebeu apenas agua filtrada e os trés grupos expostos T1, T2 e T3 receberam, em
cada um dos tratamentos, uma das concentracdes citadas anteriormente. Os animais foram
pesados semanalmente e o volume administrado foi calculado, de acordo com o peso de cada
animal. A substancia foi administrada via gavage, por um periodo crbnico de 56 dias
consecutivos. Este estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa animal da FHO-
UNIARARAS (Protocol n° 024/2013) e os procedimentos experimentais foram realizados de
acordo com os principios éticos do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

2.3. Coleta de materiais biolégicos

Amostras de sangue foram coletadas por meio de puncdo caudal aos 15 e 30 dias de
exposicdo. Foram retirados aproximadamente 600 L de sangue, que foram armazenados em
tubos de 1,5 pL e, posteriormente, centrifugado a 3500 rpm por 15 minutos. Apés a
separacgdo, o soro foi utilizado nas dosagens bioquimicas. No fim do periodo de 56 dias, 0s
animais foram anestesiados com solucéo de Xilazina (Rompun® - Bayer S.A. — 20 mg/mL) e
Cetamina (Ketalar® - Parke, Davis & Co.- 50 mg/mL), submetidos a labarotomia medial e
expansao da cavidade torécica, para expor o coracao e realizar a puncdo cardiaca com uma
seringa de 5 mL. Em seguida, as amostras sanguineas foram transferidas para tubos
especificos, para cada tipo de analise a ser realizada. O sangue para o hemograma foi coletado
em tubos contendo o anticoagulante EDTA e o0 sangue para analises bioguimicas foi coletado
em tubos sem o referido anticoagulante. Os 6rgdos foram retirados e pesados, para posterior

analise morfométrica.

2.4. Dados Biométricos
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Para as andlises morfomeétricas, foram pesados figado, rins, pulméo, bago, adrenais,
testiculos, epididimo, vesicula seminal e préstata ventral. O peso relativo dos 6rgaos foi

calculado pela formula: RW = peso do 6rgao/peso corporeo x 100 (da SILVA et al., 2015).

2.5. Andlises hematoldgicas

As amostras sanguineas foram encaminhadas para o laboratorio de anlises clinicas
CEDIVET - Centro de Diagnostico Veterinario, localizado na cidade de Rio Claro, Séo
Paulo, Brasil (www.cedivet.com.br).

Os parametros hematoldgicos avaliados foram: contagens total de glébulos vermelhos,
contagem de leucocitos totais, hemoglobina, hematdcrito, volume hemoglobina, hematdcrito,
volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM), contagem de plaquetas, neutréfilos, eosinofilos,

linfécitos, mondcitos e basofilos.

2.6. Analises bioquimicas

As dosagens bioquimicas de glicemia, colesterol total (CHOL), lipoproteinas de alta
densidade (HDL) e de triglicérides (TRGL) foram realizadas aos 15, 30 e 56 dias de
exposicdo, nas dependéncias do laboratério de Biodindmica do Departamento de Educacéo
Fisica da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP, por meio dos
kits comerciais Bioliquid® (Laborclin, Parand, Brazil), utilizados de acordo com as instru¢oes
do fabricante. A leitura das andlises foi realizada por espectrofotometria, utilizando o leitor de
placas ASYS- Expert Plus- (Analitica). Os parametros bioquimicos: proteinas totais,
creatinina, uréia, fosfatase alcalina (ALP), alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST) foram analisados somente nas amostras de 56 dias de exposicao e 0
soro foi encaminhado para quantificacdo também no laboratério veterinario CEDIVET (Rio

Claro, Sao Paulo, Brasil).

2.7. Andlise estatistica
Todos os resultados foram expressos em Média + Desvio Padrdo (SD). A normalidade
foi realizada pelo teste de Shapiro-wilk, apresentando distribuicdo parameétrica e néo
paramétrica. Os dados paramétricos foram analisados com ANOVA e pos teste de Tukey para
comparagfes multiplas. Os dados ndo paramétricos foram analisados pelo teste de Kruskal-
Wallis e pos teste de Dunn's, para comparacdo entre os diferentes grupos experimentais.

Todos os dados foram analisados pelo programa Graphpad Prism 6.0.
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3. Resultados
3.1. Observacoes gerais

Os animais do grupo T3 (231,5 mg/kg) apresentaram algumas alteracdes fisiologicas e
de comportamento, como poliuria, vocalizagdo anormal (chiados) ao respirar e secre¢do nos
focinhos. Os animais do grupo T2 (138,9 mg/kg) também apresentavam vocalizagdo anormal
ao respirar, mas em menor intensidade. Ambos os grupos (T2 e T3) ndo apresentaram
aumento significativo em ganho de peso ao longo das 8 semanas de tratamento. A diferenca
na evolugdo 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 intoxicacdo. Os animais do grupo controle

apresentaram taxa crescente de ganho de peso, como pode ser observado na figura 1.

500-
)
~ 4501
3 -~ Controle
g -8 T1-46.3 mg/kg
g 400- — T2-138.9 mg/kg
o -* T3-251.5mgl/kg
3 350+
o

300 L ) L] ] ) L] ) L) 1

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tempo de exposig¢ao (semanas)

Figura 1: Efeitos da administracdo de putrescina sobre o peso corpdreo dos animais (média).

3.2. Peso absoluto e relativo dos orgéos
Apds a eutanasia, os érgaos foram coletados e pesados, individualmente. Na tabela 1,
estdo representados os valores médios e desvio padrdo do peso absoluto e peso relativo dos
Orgdos. A andlise estatistica indicou que o grupo T3 apresentou indices significativos de
alteracdo nos valores médios do peso em mais 6rgdos, quando comparado aos demais grupos.

Para o grupo T1, o figado 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 0s
pulmd@es aumentaram de peso, mas o0 bago, prdstata ventral e vesicula seminal exibiram uma
reducdo do peso absoluto e relativo. A analise macroscopica dos 6rgaos ndo revelou diferenca
visivel entre eles.



Artigo 3 98
Tabela 1: Efeitos da administracdo oral de putrescina sobre o peso absoluto (g) e o peso relativo dos érgaos (peso do 6rgdo/peo do animalx100) de ratos
Wistar expostos por 56 dias consecutivos.

Orgaos Valores absolutos Valores relativos
Controle  (46.3mg/kg) (138.9 mg/kg) (231.5 mg/kg) Control (46.3 mg/kg) (138.9 mg/kg) (231.5 mg/kg)

Figado 12.38£3.10 16 45+1 a2** 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 0.790.09 0.90+0.07* 0.82+0.07 0.79+0.07
Pulmao 2.3240.72 3.13+1.13 2.51+0.84 3.57+0.63% 0.56+0.15 0.700.31 0.650.17 1.07+0.40%
Baco 1.040.24 1.120.16 1.0240.14 0.62+0.39% 0.25+0.03 0.24+0.04 0.27+0.03 0,16+0.05*
Adrenal 0.050.01 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 2.901.23 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 0.230.01 0.300.03 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% 0.2140.09%# 0.130.03 0.11+0.03 0.11+0.05 0.06+0.03**

Valores representados em médiatdesvio padrdo. ANOVA 1 parametro, pos teste de Tukey.
*Valores significativos em relacdo ao grupo controle P<0,05.
#Valores significativos em relacdo a outros grupos P<0,05.
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3.3. Resultados das analises hematologicas

Os resultados observados nas analises hematoldgicas sdo apresentados na tabela
2. Parametros como hemoglobina, hematdcrito, VCM, eosinofilos, mondcitos e basofilos ndo
sofreram alteracGes significativas. A quantidade de RBC aumentou significativamente nos
grupos expostos as concentracdes de 43.6 e 138.9 mg/kg. A contagem de leucdcitos totais,
para a concentragdo de 138.9 mg/kg (T2), teve um aumento significativo de 30% em relacéo
ao controle. A HCM e CHCM diminuiram 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 ja foi possivel observar um aumento
intermediério em T1 (22%), quando comparados com os resultados do grupo controle. Os
neutrofilos tiveram uma reducdo significativa em T1 (53%) e em T2 (24%) e um aumento
significativo em T3 (43%). Os linfocitos sofreram aumento significativo de 92% e 62%,

respectivamente para T1 e T2, quando comparados ao grupo controle.

3.4. Resultados bioguimicos

Os parametros bioquimicos avaliados nesse estudo, foram os marcadores de funcao
hepética, funcdo renal e proteinas totais circulantes (Tabela 3). Os valores de ALT néo
sofreram diferencas estatisticamente significativas. Embora os niveis de AST tenham
aumentado em todos 0s grupos expostos a putrescina, os resultados s6 foram estatisticamente
significativos para o grupo T1 (29%) e para o grupo T3 (82%). Os indices de ALP,
aparentemente, diminuiram em todos os grupos tratados, sendo significativo em T1 e T3,
guando comparados com o grupo controle. Dos marcadores de funcdo renal, a creatinina se
manteve inalterada e a ureia diminuiu significativamente em T3. O indice de proteinas totais

ndo apresentou nenhuma alteragé&o.

1.1 Dosagem de glicemia, total cholesterol, HDL e Triglicérides
Os niveis de glicemia, colesterol total, HDL e triglicérides foram avaliados em trés
periodos (15, 30 e 56 dias). Aos 15 dias de exposi¢do, os niveis de colesterol total, HDL e
triglicérides diminuiram significativamente, em relacdo ao grupo controle, apenas para 0
grupo T1. Para os 30 dias de exposicdo, 0s niveis de glicemia diminuiram significativamente
em todos 0s grupos expostos. Ao final do experimento, os niveis de HDL diminuiram para os
grupos T1 e T2 e os triglicerideos aumentou para o grupo T1. Os demais resultados nao

apresentaram diferencas significativas (Tabela 4).
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Tabela 2: Parametros hematoldgicos de ratos Wistar expostos a putrescina de forma oral por 56 dias concecutivos.

HZZ:;Z{BF;;?:OS Controle (46.3 mg/Kg) (138.9 mg/kQ) (231.5 mg/kg) Valores de P
Hemacias(x10%/mm3) b 6.39 £ 0.38 8.38 + 0.76 ¢ (31%0) 8.61 + 0.47 ¢ (35%0) 6.45+0.61 0.0007
Leu. Totais (x103/mm?3) a 8.60 £ 1.46 10.13+0.87 11.25 + 0.97 ¢ (30%0) 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+294 ¢ 1767+211c 23.65+1.91 0.0033
CHCM (%) a 33.38£2.63 24.03+15¢ 26.07+195¢c 33.23+3.12 0.0001
Plaguetas (x10¥mm?3) a 659.00 £ 69.18 805.00 + 81.54 (22%)  885.67 + 78.50 ¢ (34%) 695.00 £ 62.23 0.0060
Neutrofilos (x10%uL) a 53.60 £ 1.82 25.25+6.02cd (53%) 40.75+7.89cd (24%) 77.00+4.24cd (43%) 0.0001
Eosinofilos (x10%/uL) 0.67 £1.63 0 0 0 NS
Linfdcitos (x10%/uL)a 36 £4.62 69.25 + 7.25 ¢ (92%) 58.5+9.98 ¢ (62%) 29.33+17.90 0.0009
Monocitos (x10%/uL)a 8+5.06 7.25+£0.96 433+351 8.50+2.12 NS
Basofilos (x10%/uL) 0 0 0.2+0.45 0 NS

Valores representados por médiatdesvio padrdo (n= 6 animais por grupo). a - ANOVA 1 parametro (Teste de Tukey); b - Kruskal-wallis, pés teste de Dunn's c- valores
significativos em relagdo ao controle (diminuiram ou aumentaram em relacdo ao controle) d- significativo em relacdo a todos os grupos. Resultados foram considerados
significativos para p<0.05. Os valores em % mostram a variacdo que foi encontrada nos diferentes grupos quando comparados ao grupo controle. VCM (volume corpuscular
médio), HCM (Hemoglobina corpuscular média) e CHCM (Concentracdo de hemoglobina corpuscular média).
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Tabela 3: Efeitos da adminitracdo de putrescina por via oral em ratos Wistar expostos por 56 dias consecutivos.

I?Iji?)?l;?r?irggs Controle (46.3 mg/KQ) (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 ¢ (29%) 143.75+12.97 231.33+24.09 d (82%) 0.0413
ALP u/L 92.25+10.14 78.20+£21.67 ¢ 80.40+7.30 73.00+ .00 ¢ 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
Proteinas totais g/dL 6.32+0.13 6.28+0.40 6.36+0.15 6.10+0.95 NS

Valores representados em médiatdesvio padrdo (n= 6 animais por grupo). Os resultados estatisticos foram determinados por ANOVA, pos teste de Tukey. c- valores
significativos em relagdo ao controle; d- significativo em relacdo a todos os grupos. Resultado foram considerados significativos para p<0.05. Os valores em % mostram a
variacdo encontrada nos diferentes grupos em relagéo ao grupo controle. ALT (alanina aminotransferase) AST (aspartato aminotasferase) e ALP (fosfatase alcalina).
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Table 4: Avaliacdo dos efeitos da poliamina putrescina nos indices glicémicos e colesterolémicos

Dias de

Parametros

Exposigio Bioquimicos Controle (46.3 mg/kg) (138.9 mg/kg) (251.5 mg/kg)
Glicose (mg/dL) 88.96x12.82 97.21£10.10 73.92+£8.15 71.52=15.06

15 dias CHOL (mg/dL) 155.40£22.71 130.94+6.19% 140.60£2.35 153.89+6.24
HDL (mg/dL) 01.86x£24.21 46.83+5.61% 82.70£5.33 76.66=18.64

TRGL (mg/dL) 129.29+52.40 79.66+9.27* 92.66+3.32 113.51£9.93

Glucose (mg/dL) 88.74=18.13 50.82+15.77* 45.35+9.63% 46.70+12.77*

30 dias CHOL (mg/dL) 181.66=24.08 167.92+23.18 168.00=19.93 162.94=19.97
HDL (mg/dL) 91.86+7.59 95.90+10.91 88.23x£12.95 94.85+12.26

TRGL (mg/dL) 03.21£26.45 72.85£19.38 73.96x14.62 71.09=16.30

Glucose (mg/dL) 89.11+31.26 65.61+24.00 65.37+£52.79 93.03+34.05

56 dias CHOL (mg/dL) 182.26+£23.56 180.75+18.47 195.85=10.18 184.53+28.06
HDL (mg/dL) 101.78+43.93 37.61+9.56* 39.10+23.69* 67.28=17.51

TRGL (mg/dL) 84.36x14.58 122.21+14.58* 98.32+28.37 54.91=£22.34

Valores representados em médiatdesvio padrdo (n=6 animais por grupo). CHOL (Colesterol), TRGL
(Triglicerides). Os resultados estatisticos foram determinados por ANOVA, pos teste de tukey. *Resultados
significativos para p<0,05.

4. Discussao

A substancia putrescina é reconhecida pelas importantes funcbes fisiologicas que
desempenha em diferentes células e em diferentes organismos (HOET; NOMERY, 2000;
COBURN, 2009; PEGG, 2009; IGARASHI; KASHIWAGI, 2010), mas esta substancia é
também produzida durante o processo de putrefacdo dos organismos. Estudos desenvolvidos
por Dent et al. (2004), Almeida e Macedo (2005), Costa Silva e Filho (2008), Oliveira et al.
(2012) relatam a presenca desta poliamina no necrochorume, o liquido produzido pela
decomposicdo dos corpos nos cemitérios convencionais, e alertam sobre o potencial deste
composto contaminar solo, aguas superficiais e aguas subterraneas.

De acordo com os resultados observados neste estudo, nos testes desenvolvidos com
animais expostos as diferentes concentracdes de putrescina, ndo foi possivel estabelecer uma
curva dose resposta, quando comparados ao grupo controle. Todas as concentracdes testadas
causaram algum tipo de alteragdo na homeostase dos animais, evidenciando a complexidade
dos mecanismos de acdo desta substancia. Os dados obtidos no presente estudo, corroboram
as citacbes de Coburn (2009). Este autor afirmou que muitas das relagdes que envolvem
efeitos mediados pelas poliaminas, em diferentes cascatas de transducdo de sinais, ainda séo
mal compreendidas, devido a complexidade de ativacdo dos diferentes sistemas de
sinalizagéo, que, muitas vezes, séo dificeis de serem determinadas experimentalmente.

As alteraces fisiologicas relacionadas ao sistema respiratorio (dificuldade de respirar,

vocalizacdo anormal (chiados) e secrecdo nos focinhos), observadas nos animais tratados com
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a concentracdo de 138,9 mg/kg e, mais severamente, para os tratados com a concentracdo de
231,5 mg/kg, podem estar relacionadas com a sensibilidade das células epiteliais dos alvéolos
pulmonares a putrescina. De acordo com Hoet e Nemery (2000), os pneumdcitos do tipo Il séo
dotados de um sistema de captacdo de poliaminas mais complexo que outros tipos celulares,
podendo induzir um acimulo de putrescina no pulmédo. O acimulo de poliaminas naturais
neste 6rgdo tém sido relatado em varias espécies de mamiferos, 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 biossintese das poliaminas pode agravar doengas obstrutivas das vias aéreas, por
meio da diminuicdo da sintese do Oxido nitrico (NO), o que proporciona um efeito
broncoconstritor.

No presente estudo, foram avaliados indices hematoldgicos para estimar 0s possiveis
efeitos da putrescina sobre as células do sangue, visto que avaliacbes hematoldgicas sdo
eficientes ferramentas de andlise sistémica, do organismo (ARIKA et al., 2016). Nossos dados
mostram que houve uma correlacdo entre os efeitos significativos de aumento no nimero de
heméacias, com a diminui¢cdo dos indices de HCM and CHCM, observadas para as
concentragOes de 46,3 e 138,9 mg/kg.

Arika et al. (2016) observaram que desordens renais e, principalmente, pulmonares,
podem ocasionar, respectivamente, secrecdo inapropriada de eritropoietina e hipoxemia
crébnica. Como resultado, ocorre um aumento na producdo de eritropoietina e disordens
mieloproliferativas, 0 que pode ocasionar um aumento na atividade da medula ossea e,
consequentemente, aumento na producédo de células vermelhas. Os indices de HCM e CHCM
sdo parametros utilizados para definir a concentracdo de hemoglobina no sangue e estdo
relacionados a capacidade de transporte de oxigénio. Niveis reduzidos destes parametros
refletem a diminuicdo da oxigenacdo dos tecidos, apontando para uma hipdxia tecidual
(MAHMOUND, 2013). Esses resultados hematoldgicos se correlacionam com o0s sinais
clinicos dos animais expostos a diferentes concentragdes de putrescina, 0 que permite inferir
que as complicacdes no sistema respiratorio afetam os parametros hematologicos relacionados
as células vermelhas.

Em relagéo as células brancas, foram observados aumento significativo no nimero de
linfdcitos, para as concentracOes de 46.3 e 138.9 mg/kg. Estas células sdo consideradas bons
marcadores de inflamacdo, assim 0 aumento no seu nimero pode estar associado a processos
inflamatdrios (CURBELO et al., 2017). Por outro lado, nossas analises mostram que, para as

mesmas concentracfes, houve uma reducdo no numero de neutréfilos que, de acordo com
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Arika et al., (2016), est& associada a um efeito de toxicidade direta ocasionado pela substancia
testada.

Ainda entre os marcadores hematologicos, as plaquetas apresentaram aumento
significativo nos ratos expostos as concentracoes de 46,3 e 138,9 mg/kg. Schmid et al. (2015)
evidenciaram que o aumento das plaquetas é mediado pelo aumento da concentracdo
citosolica de Ca?*. Estas células sdo extremamente sensiveis a qualquer alteracéo
fisica/quimica no sangue, sendo capazes de responder, prontamente, a uma grande variedade
de estimulos. Essas respostas rapidas visam minimizar os possiveis efeitos das perdas
sanguineas, o reconhecimento e ataque de particulas estranhas e @ modulacdo de respostas
inflamatorias (PAES LEME et al., 2006). As poliaminas sdo capazes de alterar potenciais de
membrana e modificar as concentracdes de calcio circulantes, interferindo, desta forma, nos
indices plaquetarios (COBURN, 2009).

Para obter informacg6es detalhadas sobre a toxicidade da putrescina no figado e no rim
dos animais expostos, foram realizadas quantificagdes bioquimicas de marcadores de funcao
renal e hepatica. Para os marcadores de funcdo renal ndo foram observadas alteracdes
significativas. Entretanto, os marcadores hepaticos AST e ALP tiveram seus valores
aumentados e diminuidos, respectivamente, para os ratos tratados com as concentracdes de
46.3 e 231.5. Ramaiah (2007) afirmam que a AST ndo é exclusiva dos hepatdcitos, ela é
observada em diferentes tecidos como musculo e glébulos vermelhos, indicando que o
aumento deste marcador ndo necessariamente significa injuria hepética. Além disso, a AST
possui isoformas citosolicas e mitocondriais. Em ratazanas, 80% delas sdo mitocondriais, 0
que pode, com 0 aumento deste parametro, significar um comprometimento celular mais
intenso. Os valores de ALP podem sofrer alteracBes devido a dieta e, desta forma, ndo se
caracteriza como um marcador confiavel de colestase hepatica. De acordo com Ramaiah
(2007) uma maior atividade de ALP é encontrada na mucosa intestinal de ratos se comparado
ao figado.

Foram analisados os indices glicémicos e colesterolémicos nos periodos de 15, 30 e 56
dias do experimento, a fim de entender os efeitos da putrescina sobre estes parametros. Nos
primeiros 15 dias de exposi¢do, foi observada uma diminui¢do nos niveis de colesterol total,
HDL e triglicerideos, para os individuos tratados com a concentracdo de 46,3 mg/kg. Aos 30
dias de exposicdo, todas as concentracdes apresentaram diminuicdo dos indices glicémicos.
Nas andlises de 56 dias, 0s ratos expostos a concentracdo de 46,3 e 189,8 mg/kg apresentaram

niveis de HDL diminuidos.
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Nossos resultados corroboram os achados de Shelepov et al. (1990), que afirmaram
que a administracdo intraperitoneal de 60 e 120 pmol/100g de putrescina induziu
hipoglicemia e reducéo dos niveis de acidos graxos nao esterificados e de lipidios totais.

Richelsen et al. (1989), estudaram os efeitos de 10 mM das poliaminas putrescina,
espermina e espermidina em culturas de adipécitos isolados de ratos. Esses autores
observaram que todas as poliaminas estudadas inibiram a lip6lise, por meio da ativacéo de
fosfodiesterases que hidrolisam o AMPc (adenosina monofostato policiclico). Desta forma,
concluiram que as poliaminas podem estar envolvidas nos mecanismos fisiologicos de
regulagdo dos triacilglicerideos presentes nos adipocitos, podendo, assim, agir no
metabolismo inicial de lipideos.

A reducdo dos indices glicémicos, observada para todas as concentrac@es testadas com
30 dias de exposicdo, pode estar relacionada com a similaridade de acdo que as poliaminas
espermina e espermidina tem com a glicose (LOCKWOOQOD et al., 1971; LOCKWOOD,
EAST, 1974). Os estudos realizados por Pegg (2016) demonstraram que o0 aumento de
putrescina pode induzir maior atividade enzimatica 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 exposicéo a putrescina, realizada em nosso estudo, pode ter
induzido um aumento dessas duas outras poliaminas e refletido, diretamente, sobre os indices
glicémicos. Como estes resultados foram observados apenas para os testes de 30 dias de
exposicdo, 0s organismos podem ter acionado mecanismos compensatorios, reguladores dos
niveis de glicose circulante, o que pode ser comprovado pela normalizacdo dos indices
glicémicos observados nos testes de 56 dias de exposigéo.

De acordo com estas informagdes e com 0s resultados observados neste estudo é
possivel inferir que a putrescina provoca alteracdes nos indices colesterolémicos, sendo capaz
de induzir perturbacdes na ligacdo entre os carboidratos e o metabolismo de lipidios. Desta
forma, podemos associar o discreto ganho de peso, observado nos animais expostos a maior
concentracdo de putrescina, com as perturbacdes observadas no metabolismo de lipidios,
embora os parametros bioquimicos ndo indiquem grandes alteragdes. Resultados semelhantes
foram descritos por Til et al. (1997), em que os animais expostos a diferentes concentragdes
de poliaminas, dentre elas a putrescina, apresentaram afeitos adversos relacionados ao peso
corporal.

Em experimentos de toxicologia, a comparacéo entre o peso dos 6rgdos nos diferentes
grupos de animais expostos e ndo expostos, tem sido considerado um importante indicador

para avaliacdo dos efeitos das substancias quimicas 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
combinacdo entre os pesos absolutos e 0s pesos relativos (proporcdo entre peso do érgdo/peso
do corpo) proporcionam maior confiabilidade para a interpretacdo dos resultados. O uso do
peso relativo permite a normalizacdo de variacGes relacionadas as diferencas de pesos
corporais dos animais tratados.

No presente estudo, foram observadas alteracdes no peso dos 6rgaos nos diferentes
grupos expostos a putrescina. O figado e os rins apresentaram ganho de peso, tanto absoluto
quanto relativo, para a menor concentracdo testada, enquanto que 6rgdos como a vesicula
seminal, prostata ventral e bago tiveram seu peso diminuido para a maior concentracao
estudada. Os pulmdes e as adrenais apresentaram aumento de peso nos animais expostos a
maior concentracdo. Sellers et al. (2007) sugerem que alteracdes no peso do figado e dos rins
estdo diretamente relacionadas as alteracdes provocadas pela exposicao a substancias testadas.
Para o figado, essa alteracdo pode estar associada a hipertrofia hepatocelular, provocada por
inducdo de enzimas hepéticas e proliferagdo de peroxissomos. No rim, a alteracdo no peso
estd diretamente relacionada a toxicidade renal, que provoca hipertrofia tubular e nefropatias
crbnicas progressivas. Alteracdes nos pesos de 6rgdo reprodutivos, como a prostata ventral e a
vesicula seminal, estdo associadas a efeitos decorrentes da modulacdo da sinalizacdo
androgénica e estrogénica, o que afeta, diretamente, as atividades reprodutivas. Alteracbes em
6rgdos enddcrinos, como as adrenais, estdo associadas a hipertrofia ou hiperplasia celular,
decorrentes de estresse. E importante ressaltar que as alteragdes nos pesos dos 6rgdos sdo
importantes pardmetros toxicologicos, mas, quando acompanhadas de avaliacdes
histopatologicas, fornecem informagdes ainda mais detalhadas sobre os efeitos toxicos das
substancias testadas (SELLERS et al., 2007).

Os efeitos de substancias testadas podem se dar de forma rapida ou, muitas vezes, de
forma mais lenta, causando altera¢6es na funcgdo e estrutura dos tecidos afetados. Desta forma,
0 monitoramento de marcadores hematoldgicos, bioquimicos e biométricos conferem
importantes pardmetros de avaliagéo sobre os efeitos de substancias toxicas, fornecendo pistas

relacionadas aos seus mecanismos de acao.

Concluséo

Em resumo, os resultados obtidos no presente estudo mostraram que a exposi¢do
cronica a concentracOes, elaboradas com quantidades inferiores da DL50 de putrescina
promoveram uma série de alteragdes nos parametros hematoldgicos, bioquimicos e nos pesos

de diversos orgaos dos organismos. Ainda foi possivel concluir que néo existe um efeito dose-
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resposta para essa substancia, pelo menos nas concentragbes aqui testadas. Todas as
concentragcdes testadas promoveram alteragdes em um conjunto de marcadores distintos,
revelando a complexidade desta substancia ao interagir com os componentes celulares. Estes
resultados alertam quanto ao potencial téxico da putrescina, mostrando a necessidade da
realizacdo de mais estudos com esse quimico, para que se possam melhor avaliar o potencial

dessa substancia como contaminante ambiental.
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Danos no DNA de ratos Wistar induzidos pela poliamina putrescina
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Franco, Guilherme Andrade Alves, Raissa Ferraz Curtolo, Leticia Cristina Gongalves,
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Highlights

e As poliaminas estdo presentes em todas as células eucaritticas e desempenham atividades
importantes nos processos celulares e fisioldgicos.

e O necrochorume produzido pela decomposicdo cadavérica é a principal causa de
contaminacdo ambiental por cemitérios.

e A putrescina € uma das moléculas constituintes do necrochorume.

e A exposicdo continua a 46,3 mg/kg de putrescina causou danos constantes e progressivo
no material genético de ratos Wistar.

e A concentracdo de 46,3 mg/kg induziu aumento na frequéncia de EPCMNs em medula
0ssea de ratos Wistar, certificando potencial mutagénico.

Resumo

A principal causa da poluicdo ambiental proporcionada pelos cemitérios € o liquido produzido
pela decomposicao cadavérica. Esse liquido é conhecido como necrochorume e é composto
por agua, sais minerais e substancia organicas complexas, dentre as quais a poliamina
putrescina. Como praticamente ndo existem informacdes sobre o potencial desta substancia
como contaminante ambiental, este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial
genotoxico da putrescina. Para tanto, ratos Wistar foram expostos por 56 dias consecutivos as
concentracdes de 46,3, 138,9 e 231,5 mg/kg, referentes, a 10%, 30% e 50 % da DLso de
putrescina. O efeito genotdxico da substancia foi avaliado por meio do ensaio do cometa em
células de sangue periférico de ratos, em 15, 30 e 56 dias de exposi¢do. O efeito mutagénico
foi avaliado pelo teste de microndcleo em medula 6ssea no final do experimento (56 dias). Os
resultados demonstraram que todas as concentragdes testadas tiveram efeitos sobre o0s ratos,

mas a concentracdo de 46,3 mg/kg foi a mais genotoxica para todos os periodos testados. A
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menor concentracdo também induziu aumento de células micronlcleadas na medula 6ssea,

indicando que a putrescina é capaz de causar instabilidade genética nos animais.

Palavras-chave: ensaio do cometa; teste de microndcleo; interacdo com DNA,; efeito
genotoxicos; potencial mutagénico

1. Introducéo

Diferentes fontes de contaminacdo agridem constantemente o0 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 aguas subterraneas (PACHECO et al., 1991). A principal causa de contaminacéo
ambiental pelos cemitérios é o liquido liberado intermitentemente durante o processo de
putrefacdo dos cadaveres, denominado de necrochurume (COSTA SILVA; FILHO, 2008).
Oliveira et al. (2012) e Fineza (2008) afirmam que, devido a viscosidade e densidade do
necrochorume em relacdo a agua, as plumas de contaminacdo se espalham lentamente em
direcdo ao gradiente hidraulico, atingindo grandes distancias e contaminando, além do solo e
aguas superficiais, os lencois freaticos e aquiferos. O necrochorume € constituido por 60% de
agua, 30% de minerais e 10% de substancias organicas complexas, dentre elas a poliamina
putrescina (OLIVEIRA et al., 2013).

A decomposicdo cadavérica se inicia pelo processo de autélise seguido de putrefacdo
e, é nesta fase, que os tecidos moles sofrem decomposicdo por bactérias e enzimas e se
transformam em gases, liquidos e sais minerais (DENT et al., 2004). Dentre as substancias
que sdo produzidas pela decomposicdo cadavérica, uma das que mais se destacam quanto as
suas funcgdes bioldgicas é a putrescina.

A putrescina (1,4 diaminobutano) é uma poliamina, muito importante nos processos
fisiolégicos, por se tratar de uma molécula precursora para outras duas poliaminas, a
espermidina e espermina, ambas muito importantes nos processos de proliferagdo celular
(PEGG, 2009; MICHAEL, 2016). Thomas e Thomas (2001) e Nowotarski et al. (2013)
afirmam que as poliaminas tém papel importante no crescimento e diferenciagéo celular, além
de destacada agdo no controle de processos apoptoticos. Em quantidades fisioldgicas, elas
regulam a replicagdo do DNA e a transcricdo 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 concentragdes de poliaminas podem ser toxicas, 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 hidrogénio (H20.), substancia esta que é capaz de
danificar o DNA e outros componentes celulares. Por esse motivo, os niveis intracelulares de
poliaminas sdo controlados por vias metabdlicas altamente reguladas. Contudo, esses
mecanismos sdo0 muito sensiveis e podem ser alterados tanto por variagdes ambientais como
por estresse organico.

O aumento nos niveis de poliaminas estd fortemente ligado ao aparecimento de
neoplasias (CASERO; MARTON, 2007). Gerner e Meyskens (2004) relatam que existem
evidéncias de que a putrescina exerca papel importante na promocdo da transformagéo
maligna. De acordo com estes autores, células de cancer colorretal apresentam niveis maiores
de poliaminas que os tecidos adjacentes ou que o tecido normal equivalente, destacando a
possivel importancia da putrescina exdgena no seu desenvolvimento.

Os estudos de genotoxicidade de xenobioticos trazem informagdes importantes, quanto
as diferentes sensibilidades do material genético dos organismos, dentre eles o do homem, a
um dado poluente (DEARFIELD, 2002). Esses efeitos podem ser dependentes de
caracteristicas como concentracdo da substancia, natureza quimica e condi¢cbes ambientais.
Também é importante ressaltar que exposi¢cdes cronicas a baixas doses de uma substancia
com potencial acumulativo, pode induzir danos no material genético do organismo exposto
(BENACHOUR et al., 2007; ZHAO et al.,, 2009). Os efeitos genotoxicos podem ser
transitdrios, ou seja, sdo susceptiveis de reparo, diferentemente dos mutagénicos, que se
caracterizam em alteracdes permanentes no contetdo ou na estrutura do material genético de
um organismo (DEARFIELD et al., 2002).

A avaliacdo da genotoxicidade por métodos in vivo geralmente € realizada pela
associacdo do ensaio do cometa com o teste de micronicleo em medula 6ssea, por esses
ensaios serem considerados endpoints complementares e eficientes na determinacdo dos
efeitos toxicogenéticos de substdncias quimicas (RECIO et al., 2010; VAZQUES, 2010;
ROTHFUSS et al., 2011). Embora os estudos in vitro sejam importantes para caracterizar a
toxicidade de uma substancia, Rothfuss et al. (2011) destacam que 0s estudos in vivo sdo
essenciais para estimar os riscos reais de uma substancia. As condi¢des que ocorrem in Vvivo,
em termos de exposi¢cdo e metabolismo, sdo mais aplicaveis aos seres humanos do que as
condicOes avaliadas em testes desenvolvidos com culturas de células.

Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar 0s possiveis efeitos
toxicogenéticos da putrescina, por meio do ensaio de cometa realizado com células

sanguineas e por meio do teste do micronucleo, em celulas de medula 0ssea de ratos Wistar.
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Os resultados dessa avaliacdo poderdo contribuir com informacfes relevantes quanto ao
potencial poluidor do necrochorume, mais especificamente o da putrescina. Esses resultados
poderdo servir de base para avaliagbes de outros parametros genéticos, que possam
caracterizar os reais perigos da contaminacdo promovida por cemitérios; contribuir com as
acOes dos orgaos gestores de meio ambiente, quanto as decisdes de liberagdo de novas areas
para implantacdo de cemitérios ou de monitoramentos de cemitérios ja instalados; diminuir

impactos ao meio ambiente e, assim, melhorar a satde publica.

2. Material e Métodos
2.1 Delineamento experimental
Este estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa animal da FHO-
UNIARARAS (Protocol n° 024/2013) e conduzido de acordo com as diretrizes éticas do
Comité de ética em pesquisa animal brasileiro (COBEA). O experimento foi realizado no
centro de experimentacdo animal da Fundacdo Herminio 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 agua e
racdo purina ad libitum durante todo o periodo experimental. Os animais foram divididos em
cinco grupos de cinco animais cada. O grupo controle (Co) recebeu apenas agua filtrada; o
grupo controle positivo (Pc) recebeu agua filtrada e, na véspera da eutanasia, uma dose de
metanossulfonato de metila (MMS); e os trés grupos experimentais T1, T2 e T3 receberam,

em cada um dos tratamentos, uma concentragao de putrescina em solugéo aquosa.

2.2 Administracao dos tratamentos

Foram selecionadas e testadas trés diferentes concentracdes 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 DLso 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
micronucleo, o controle positivo utilizado foi o metanossulfonato de metila (MMS - Sigma,
St. Louis, MA, USA), na concentracdo de 20 mg/kg, aplicado 24 h antes da eutanasia
(KURIYAMA et al., 2005). Os animais utilizados no estudo apresentavam-se com peso
corporeo em torno de 300-350 mg. O volume das substancias testadas (putrescina e MMS)
foi administrado de acordo com o0 peso corporeo de cada animal. A substancia foi

administrada via gavage, por um periodo de 56 dias consecutivos.
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2.3 Coleta das amostras

Amostras de sangue foram obtidas por meio de puncdo caudal (15 e 30 dias) e por
puncdo cardiaca (56 dias), com uma seringa de 5 mL. Para a puncao cardiaca, 0s animais
foram anestesiados com solucdo de Xilazina (Rompun® - Bayer S.A. — 20 mg/mL) e
Cetamina (Ketalar® - Parke, Davis & Co.- 50 mg/mL), submetidos a labarotomia medial e
expansdo da cavidade toracica, para expor o coracdo para a realizacdo da coleta. Na
sequéncia, os animais foram dissecados, para a retirada do fémur e obtencdo de células da
medula dssea, a serem usadas no teste de micronucleo. Imediatamente ap6s a coleta, o sangue

foi utilizado no preparo das laminas 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 modificacbes. Aliquotas de 40 pL de cada amostra sanguinea
foram misturadas a 240 pL de agarose de baixo ponto de fusdo (low melting point - LMP -
37° C). As suspensdes sanguineas foram aplicadas sobre laminas previamente preparadas com
agarose normal (normal melting point - NMP) e recobertas com laminulas, para posterior
refrigeracdo a 4° C por 20 minutos. As laminulas foram retiradas e as laminas imersas em
solucéo 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 laminas foram colocadas horizontalmente,
lado a lado em uma cuba de eletroforese, onde foi adicionado, cuidadosamente, uma solu¢éo
tampdo (NaOH 300 mM, EDTA 1 mM, com pH>13) até cobrir as laminas, por 20 minutos,
para a desnaturacdo do DNA. A corrida eletroforética foi realizada sobre refrigeracdo por 20
minutos a 39 V e 300 mA. Em seguida, as laminas foram neutralizadas por 15 minutos em
tampdo de neutralizacdo (0,4 M de tris-HCL, pH 7,2) e fixadas por 10 mim em etanol
absoluto. As laminas foram coradas com GelRed® (15 pL de GelRed 10.000X em 4gua, 5 mL
de NaCl a 1M, e 45 mL de &gua destilada) e analisadas em microscépio de fluorescéncia
Olympus BX60 (excitacdo: i= 420-490 nM, barreira: 1=520 nM) em objetiva de 40x. Foram
analisados 100 nucledides por laminas, duas laminas por animal. Os nucledides foram
classificados visualmente de acordo a migracao dos fragmentos em: classe 0 - nucledides sem
dano; (classe 1) — nucledide ligeiramente danificado; classe 2 - nucledide com danos médios;
classe 3 - nucleodide altamente danificado e classe 4 - nucledide com todo DNA na calda e
uma pequena cabega (COLLINS et al., 1997) (Figura 1).

Os resultados foram apresentados de acordo com a frequéncia de danos avaliada em

cada uma das classes de cometa, em ndimero total de células danificadas e em indice de Danos
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por grupo (DI) (BRANCO et al., 2015), calculado por meio da seguinte equacdo: DI =
NCOx0 + NC1x1 + NC2x2 + NC3x3 +NC4x4, onde NC é o numero de nuclebides observados

em cada classe.

Figura 1: Nuclebides 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 Micronucleo em medula 6ssea

A técnica utilizada para o estudo de MN em ceélulas de medula 6ssea foi descrita por
Schimid (1975), e realizada de acordo com a OEDC (2016). O fémur dos animais foi
dissecado e as epifises foram seccionadas. O Canal medular foi lavado com 1 mL de soro fetal
bovino (FBS) (CULTILAB), para retirada completa do conteudo 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 suspensdo celular
foi depositada sobre uma lamina e realizada a distensdo do material medular (MAISTRO,
2014; CAMPOS-PEREIRA et al., 2017). As distensdes 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 solucdo de Wright e Giemsa’s. As laminas foram
codificadas e analisadas em teste cego, ao microscépio de luz, na objetiva de imersdo (100x).
Para determinar o potencial clastogénico/aneugénico da putrescina, foram contabilizados
4000 eritrécitos policromaticos (EPCs) por animal e quantificados os que apresentavam
micronucleos (EPCMNS). Para a avaliacdo do efeito citotoxico da substancia, foi calculada a
razdo EPC/ENC (eritrocitos normocromaticos), contabilizados em 500 eritrocitos de animal
(GOLLAPUDI; MCFADDEN, 1995). A substancia testada pode ser considerada mutagénica
quando induz aumento significativo (p<0,05) na frequéncia de eritrécitos policromaticos
micronucleados, em relacdo 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 Padrdo (SD). A comparagdo
dos resultados foi realizada de acordo com o teste de normalidade Shapiro-Wilk. Como os
resultados do cometa apresentaram distribuicdo normal, foi aplicado o teste ANOVA, pos
teste de Tukey. Os dados de frequéncia de MN e a relacdo EPC/ENC nédo apresentaram
distribuicdo normal sendo, por esta raz&o, utilizado o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis e
Dunn's multiple comparisons test. Todos os dados foram analisados pelo programa Graphpad

Prism 6.0, considerando a significancia para p<0,05.

2. Resultados
2.1 Ensaio do Cometa

O potencial genotéxico da putrescina foi avaliado em células sanguineas de sangue
periférico, cujas amostras foram coletadas por puncdo na veia caudal, para os ensaios de 15 e
30 dias, e cardiaca, para 0 ensaio de 56 dias. O efeito genotoxico desta substéncia foi
observado nos trés tempos avaliados e os resultados da frequéncia de danos e da quantidade
total de células com danos estdo apresentados na tabela 1. A concentracdo de 46.3 mg/kg
apresentou potencial genotdxico para os trés periodos avaliados. As demais concentracGes
(138,9 e 231,5 mg/kg) foram genotoOxicas apenas para o periodo de 56 dias de exposicao.
Estes resultados sugerem que a exposicdo continua a putrescina aumenta os efeitos
genotoxicos induzidos por essa substancia nos animais expostos. Os resultados dos indices de
dano no DNA estdo apresentados na figura 2.

O valor do indice de danos obtido pela concentracdo de 43,6 mg/kg em 56 dias de
exposicdo foi maior inclusive que o obtido pelo controle positivo (MMS). Uma das
possibilidades é que o0 MMS foi administrado apenas por 24 horas e a putrescina administrada
de maneira cronica, por 56 dias, intensificando, desta maneira, o possivel efeito sobre o

material genético dos animais.

2.2 Teste do Micronucleo em medula 6ssea de roedores
Os efeitos clastogénicos e aneugénicos da putrescina foram analisados pelo teste do
micronucleo (formagdo de eritrocitos policroméaticos micronucleados na medula 6ssea dos
animais expostos). O numero de EPCMNs aumentou significativamente no grupo exposto a
menor concentracao testada (46,3 mg/kg = T1). Esses resultados demonstram que a putrescina
pode induzir instabilidade genética nos animais expostos, mesmo em baixas concentragdes.
Em relacdo a frequéncia de EPC/ENC, ndo foi observada nenhuma alteracéo

significativa, indicando que ndo houve um efeito citotoxico para os eritrocitos (Tabela 2).
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Tabela 1: Genotoxicidade da putrescina para sangue periférico de ratos Wistar, avaliada por meio do ensaio do cometa.

Di ~ Frequéncia de células em cada classe de cometa (Média £ DP) Total de
ias de Concentrac6es de células com
exposicao putrescina Classe 0 Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4 danos.
Co 51.80+3.37 44.60+3.98 3.20+1.47 0.20+0.4 0 48.00+3.35
15 dias 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
Co 48.80+7.46 45.0045.39 5.80+3.49 0.20+0.45 0 51.0046,32
30 dias 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
Co 86.66+3.72 9.83+4.54 2.83x1.47 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+3.472
56 dias 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+5.982
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+7.972
Controle Positivo?  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 eutanasia. a- p < 0.0001; * p<0.05.
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Figura 2: Indices de danos no DNA de células sanguineas de ratos Wistar avaliados durante os
periodos de 15, 30 e 56 dias de exposic¢éo. Os indices foram calculados pela formula NCOx0 + NC1x1

+ NC2x2 + NC3x3 +NC4x4 = ID onde NC é o nimero de nucledides observados em cada classe.

Table 2: Numero de eritrdcitos policromaticos microntcleados (PCE-MN), observados em células de
medula dssea de ratos Wistar (R) tratados com diferentes concentra¢@es de putrescina.

Concentracies Numero de EPCMN por animal EPCMN EPC/ENC
de putrescina R1 R2 R3 R4 R5 MeédiatDP MeédiatDP
Co 6 7 3 6 7 5.80+£1.64 1.20+0.08

MMS 34 27 24 3% 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

Foram analisadas 4000 EPC por animal. Valores representados por média + Desvio padrdo. (n= 5 animais por
grupo). Valores estatisticos determinados pelo teste Kruskal Wallis. *Resultados significativos para p<0.05. DP:
Desvio Padrdo; MMS: Metanossulfonato de metila (20 mg/kg).

3. Discusséo

A putrescina € uma poliamina que desempenha importantes func@es fisiologicas em
diferentes células e em diferentes organismos (BATTAGLIA et al, 2013; PARK;
IGARASHI, 2013; PEGG, 2016). Esta poliamina é produzida pela descarboxilacdo do
aminoacido ornitina, constituindo um dos subprodutos do necrochorume, liquido produzido
pela decomposicéo cadaverica. A putrescina, juntamente com a cadaverina, apresenta um alto
potencial de contaminacdo ambiental, proporcionado pelas atividades orgénicas inerentes aos
cemitérios (DENT et al., 2004; COSTA SILVA; FILHO, 2008; OLIVEIRA et al., 2013;
CAMPOS-PEREIRA et al.,, 2016). No entanto, as informagdes sobre os efeitos dessa
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substancia como contaminante ambiental sdo restritas, pois ndo é conhecido, por exemplo,
quanto a poliamina est& biodisponivel durante o processo de percola¢do do necrochorume no
solo e nem o quanto dela pode atingir as aguas subterraneas. Diante disso, o presente trabalho
avaliou, por meio de exposicdo crénica de ratos wistar a diferentes concentracbes de
putrescina, quais 0s possiveis efeitos toxicogenéticos desta poliamina sobre as células de
sangue periférico e de medula 6ssea dos organismos.

O uso de biomarcadores de genotoxicidade permitem detectar sinais precoces da acéo
de xenobidticos em diferentes organismos. O ensaio do cometa e o teste de microndcleo sdo
0s ensaios bioldgicos mais frequentemente selecionados para estudos in vivo e in vitro. Esses
ensaios, considerados de alta sensibilidade e de baixo custo, permitem avaliar as possiveis
alteracdes que uma determinada substancia 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 acdo bioldgica da substancia estudada (SEVERI-AGUIAR et al., 2013; SCHAUMBURG
etal., 2016).

No presente trabalho, o ensaio do cometa foi realizado com leucécitos de sangue
coletado por puncédo na veia caudal (coletas de 15 e 30 dias) e por puncéo cardiaca (coleta de
50 dias), expostos a trés diferentes concentracdes de putrescina (43,6; 138,9 e 231,5 mg/kg).
A concentracdo de 43,6 mg/kg foi genotoxica para os trés periodos avaliados. As
concentragdes de 138,9 e 231,5 mg/kg se mostraram genotoxicas, apenas para os testes de 56
dias de exposicao (figura 2).

Estes resultados alertam para o perigo de contaminagdes com essa substancia, uma vez
que em baixas concentracgdes, ela ja pode induzir efeitos danosos tanto a biota local como ao
homem, principalmente aqueles expostos ocupacionalmente a solos ou a dguas contaminadas
com essa substancia. Como o necrochorume tem producdo intermitente em areas de
cemitérios, a putrescina pode representar uma fonte continua de contaminacdo para o
ambiente, com consequéncias danosas para a saude ambiental. Ainda de acordo com os
resultados obtidos, a menor concentracdo avaliada apresentou um efeito crescente no indice
de dano no DNA, em relacdo ao tempo de exposi¢do, demonstrando que a exposi¢do continua
a essa substancia pode intensificar seus efeitos genotoxicos.

As poliaminas tém grande importancia para a manutencdo, crescimento e funcdo das
células, atividades que estdo relacionada a um amplo complexo de sistemas de transporte,
absorcdo, sintese e catélise das células de mamiferos (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 producdo de peroxido de hidrogénio (H20-) e de aldeidos
reativos, sendo esses Ultimos derivados do metabolismo de aminoacidos, carboidratos,
lipidios e aminas biogénicas. Os aldeidos estdo envolvidos com um amplo espectro de
processos bioquimicos, fisiologicos e farmacologicos naturais da célula. Contudo,
Voulgaridou et al. (2011) afirmam que os aldeidos também podem estar envolvidos em
processos de peroxidacdo lipidica, decorrentes, principalmente, da producdo de
malondialdeido (MDA). O MDA é um composto capaz de danificar as moléculas de DNA,
tanto por formacéo de adutos exociclicos como por adi¢do de grupos aminas entre as bases do
DNA (CADET et al., 2010). Essa informacdo € reforcada pelos relatos de Silerme et al.
(2014) de que a formagao de adutos no DNA podem estar relacionads com a adigéo de grupos
aminos primarios das poliaminas na posi¢cdo C8 do radical guanina. Essas afirmacfes sdo
corroboradas por Hidalgo e Zamora (2000), que afirmam que é possivel estabelecer uma
correlacdo entre aumento dos niveis de MDA e potencial genotoxicos de uma substancia.

Ainda quanto a possibilidade das poliaminas induzirem efeitos toxicigenéticos, em
células de mamiferos, Saminathan et al. (2002) e Huang et al., (2005) relatam que as
poliaminas (putrescina, espermina e espermidina) sdo moléculas carregadas positivamente e
que, em condicgdes fisiologicas ideais (concentracdo ibnica e pH), podem se associar, por
interacOes eletrostaticas, 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 genotdxico
tempo de exposicdo dependente, mesmo em baixas concentragdes, que pode ser decorrente da
sua possivel degradacdo em substancias altamente reativas com as macromoléculas
bioldgicas, como o DNA.

Uma outra contribuicdo deste trabalho foi a investigacdo in vivo do efeito
aneugénico/clastogénico da poliamina putrescina, pelo teste do micronucleo. Esse teste tem
sido amplamente usado na avaliacdo do potencial genotdxico de substancias, tanto em teste in
vitro como in vivo, sendo que os testes in vivo sdo os que oferecem maiores informagdes sobre
as condigOes experimentais, tais como o metabolismo, a farmacocinética, e a eficiéncia dos
mecanismos de reparo da molécula do DNA (KRISHNA; HAYASHI, 2000; MAISTRO,
2014).

Os micronucleos podem ser induzidos por vérios fatores, como estresse oxidativo,
defeitos nos checkpoints do ciclo celular e/ou nos genes de reparo do DNA, deficiéncia
nutricional requerida como co-fatores do metabolismo do DNA e na maquinaria da

segregacgdo cromossomica (BONASSI et al., 2006).



Artigo 4 122

Pelo ensaio do micronucleo, foi observado um aumento significativo no nimero de
EPCMNSs nos animais expostos a concentracdo de 46,3 mg/kg. Estes dados corroboram os
resultados do ensaio do cometa ja apresentados, onde esta mesma concentragdo também
apresentou um maior potencial genotoxicos para as células de sangue de ratos Wistar. Foi
também observada a formagdo de microndcleos 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 periodo de 24 horas as mesmas concentracfes deste
trabalho. Os autores observaram que, em todas as concentracfes testadas, houve um aumento
significativo no nimero de micronucleos. Foram também observados, neste estudo, efeitos
genotdxicos da putrescina para o organismo teste Allium cepa. Estes testes mostraram que
houve um aumento no numero de aberracBes cromossémicas, principalmente aderéncias
cromossémicas quando as radiculas desta planta foram expostas a concentracdo de 23 mg/ml
(CAMPOS- PEREIRA et al., 2015).

De acordo com as informac@es apresentadas, foi possivel propor um mecanismo de
acao da putrescina sobre o material genético, conforme proposto a seguir: A exposicdo a
putrescina fez com que os niveis intracelulares de poliaminas aumentassem. Esse processo
ativou as vias de catabolismo que controlam a homeostase celular, para reduzir os niveis
dessas substancias dentro das células. Os processos catabélicos promoveram um aumento do
estresse oxidativos, caracterizado pelo aumento de producdo de radicais livres, substancias
gue tém 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 inducéo de estresse oxidativo, decorrentes da acao de
subprodutos derivados da degradacdo da putrescina, que incorreram em peroxidacao lipidica.
Outro mecanismo de acdo pode ter sido desencadeado pela prépria putrescina, devido a sua
capacidade de se ligar a molécula de DNA e formar adutos que levam a quebras desta

molécula.

4. Conclusdo
Os danos genotoxicos e mutagénicos ocasionado pela exposi¢do dos ratos a menor
concentracdo de putrescina foram maiores que o0s induzidos pelas concentracdes mais altas
aqui testadas. Também foi observado que exposi¢fes continuas a putrescina, mesmo em
baixas concentra¢fes, podem levar a maiores danos na molécula de DNA do organismo

exposto, dados estes que alertam para o potencial genotdxico da substancia.
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Os danos promovidos pela putrescina podem ser decorrentes da capacidade tanto da
substancia como dos subprodutos de sua degradacdo interagirem com a molécula de DNA.

Esses resultados alertam para a preocupacdo de possiveis contaminacGes ambientais
por essa substancia, principalmente em ambientes de cemitério, uma vez gque esse quimico,
nestes locais, pode ser liberado de forma continua e em baixas concentracdes.

No entanto, para avaliar corretamente 0s riscos ambientais, € necessario determinar,
com precisdo, o0s produtos de decomposicao desta substancia (tanto em termos da quantidade

como da resisténcia dos poluentes), nas mais variadas malhas e condi¢cGes ambientais.

5. Agradecimentos
Os autores agradecem a Renata Barbiere Pulz do laboratério de micromorfologia da
FHO-UNIARARAS pelo suporte técnico na realizacdo dos experimentos e a Michele Berreta,
Cleiton P. de Souza, Cristiane Talhiaferro e Leonardo Ramos Anacleto pela ajuda na
realizacdo do ensaio do cometa. Um agradecimento especial a FAPESP (Grant nunber
2013/08279-4) pelo apoio financeiro concedido.

6. Referéncias Bibliograficas

BACH, B.; LE QUERE, S.; VUCHOT, P.; GRINBAUM, M.; BARNAVON, L. Validation of
a method for the analysis of biogenic amines: Histamine instability during wine sample
storage. Analytica Chimica Acta, v. 732, p. 114-119, 2012.

BATTAGLIA, V.; DESTEFANO SHIELDS, C.; MURRAY-STEWART, T.; CASERO, R. A.
Polyamine catabolism in carcinogenesis: potential targets for chemotherapy and
chemoprevention. Amino Acids, v. 46, n. 3, p. 511-519, 2014.

BENACHOUR, N.; MOSLEMI, S.; SIPAHUTAR, H.; SERALINI, G. Cytotoxic effects and

aromatase inhibition by xenobiotic endocrine disrupters alone and in combination.
Toxicology and Applied Pharmacology, v. 222, n. 2, p. 129-140, 2007.

BONASSI, S.; ZNAOR, A.; CEPPI, M.; et al. An increased micronucleus frequency in
peripheral blood lymphocytes predicts the risk of cancer in humans. Carcinogenesis, v. 28, n.
3, p. 625-631, 2006.

BRANCO, C. DOS S.; LIMA, E. D. DE; RODRIGUES, T. S.; et al. Mitochondria and redox
homoeostasis as chemotherapeutic targets of Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze in
human larynx HEp-2 cancer cells. Chemico-Biological Interactions, v. 231, p. 108-118,
2015.

CADET, J.; DOUKI, T.; RAVANAT, J.-L. Oxidatively generated base damage to cellular
DNA. Free Radical Biology and Medicine, v. 49, n. 1, p. 9-21, 2010.



Artigo 4 124

CAMPOS-PEREIRA, F. D.; CAGNONI, L. B.; HARA, R. V.; MARIN-MORALES, M. A.
Evaluation of toxicogenetics damages of the putrescine polyamine on HepG2 cell culture.
Toxicology Letters, v. 259, p. S181-S182, 2016.

CAMPOS-PEREIRA, F. D.; GONCALVES, L.; HARA, R. V.; MARIN-MORALES, M. A.
Action of a polyamine putrescine in genetic material of Allium cepa. Toxicology Letters, v.
238, n. 2, p. S120-S121, 2015.

CAMPOS-PEREIRA, F. D.; LOPES-AGUIAR, L.; RENOSTO, F. L.; et al. Genotoxic effect
and rat hepatocyte death occurred after oxidative stress induction and antioxidant gene
downregulation caused by long term fluoride exposure. Chemico-Biological Interactions, v.
264, p. 25-33, 2017.

CAMPOS-PEREIRA, F. D.; OLIVEIRA, C. A.; PIGOSO, A. A,; et al. Early cytotoxic and
genotoxic effects of atrazine on Wistar rat liver: a morphological, immunohistochemical,
biochemical, and molecular study. Ecotoxicology and environmental safety, v. 78, p. 170—
177, 2012.

CAMPOS-PEREIRA, F. D.; VEIGA-MENONCELLO, A. C. .; MARIN-MORALES, M. A.
DNA damage induced by diet. In: G. D. . Severi-Aguiar; A. A. Alves (Orgs.); Toxic Effects
of Chemicals in Food, Chemical and Consumer Product Safety, 2014. Kerala: Research
Signpost.

CASERO, R. A.; MARTON, L. J. Targeting polyamine metabolism and function in cancer
and other hyperproliferative diseases. Nature Reviews Drug Discovery, v. 6, n. 5, p. 373—
390, 2007.

COLLINS, A. R.; OSCOZ, A. A.; BRUNBORG, G.; et al. The comet assay: topical issues.
Mutagenesis, v. 23, n. 3, p. 143-151, 2008. Oxford University Press.

COLLINS, A.; DUSINSKA, M.; FRANKLIN, M.; et al. Comet assay in human
biomonitoring studies: Reliability, validation, and applications. Environmental and
Molecular Mutagenesis, v. 30, n. 2, p. 139-146, 1997.

COSTA SILVA, R. W. C.; FILHO, W. M. Cemitérios como Areas Potencialmente
Contaminadas. Revista Brasileira de Ciéncias Ambientais —, v. 9, n. 9, p. 26-35, 2008.

DEARFIELD, K. L.; CIMINO, M. C.; MCCARROLL, N. E.; et al. Genotoxicity risk
assessment: a proposed classification strategy. Mutation research, v. 521, n. 1-2, p. 121-35,
2002.

DENT, B. B.; FORBES, S. L.; STUART, B. H. Review of human decomposition processes in
soil. Environmental Geology, v. 45, n. 4, p. 576-585, 2004. Springer-Verlag.

GERNER, E. W.; MEYSKENS, F. L. Polyamines and cancer: old molecules, new
understanding. Nature Reviews Cancer, v. 4, n. 10, p. 781-792, 2004. Nature Publishing
Group.

GOLLAPUDI, B. B.; MCFADDEN, L. G. Sample size for the estimation of polychromatic to
normochromatic erythrocyte ratio in the bone marrow micronucleus test. Mutation research,
v. 347, n. 2, p. 97-9, 1995.



Artigo 4 125

GUGLIUCCI, A. Polyamines as clinical laboratory tools. Clinica Chimica Acta, v. 344, n.
1-2, p. 23-35, 2004. Disponivel em: <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15149868>.
Acesso em: 8/4/2017.HARTMANN, A.; SPEIT, G. The contribution of cytotoxicity to DNA-
effects in the single cell gel test (comet assay). Toxicology letters, v. 90, n. 2-3, p. 183-8,
1997.

HARTMANN, A.; SPEIT, G. The contribution of cytotoxicity to DNA-effects in the single
cell gel test (comet assay). Toxicology Letters, v. 90, n. 2-3, p. 183-188, 1997.

HIDALGO, F. J.; ZAMORA, R. Modification of bovine serum albumin structure following
reaction with 4,5(E)-epoxy-2(E)-heptenal. Chemical research in toxicology, v. 13, n. 6, p.
501-8, 2000.

HUANG, Y.; PLEDGIE, A.; CASERO, R. A.; DAVIDSON, N. E. Molecular mechanisms of
polyamine analogs in cancer cells. Anti-cancer drugs, v. 16, n. 3, p. 229-41, 2005.
Disponivel em: <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15711175>. Acesso em:
11/4/2017.1GARASHI, K.; KASHIWAGI, K. Modulation of cellular function by polyamines.
The International Journal of Biochemistry & Cell Biology, v. 42, n. 1, p. 39-51, 2010.

KRISHNA, G.; HAYASHI, M. In vivo rodent micronucleus assay: protocol, conduct and data
interpretation. Mutation research, v. 455, n. 1-2, p. 155-66, 2000.

KURIYAMA, K.; YOKOI, R.; KOBAYASHI, K.; et al. A time-course characterization of
male reproductive toxicity in rats treated with methyl methanesulphonate (MMS). The
Journal of Toxicological Sciences, v. 30, n. 2, p. 91-102, 2005.

MAISTRO, E. L. The in vivo rodent micronucleus test. Genotoxicity and DNA repair:
Mhethods in pharmacology and toxicology, Charpter 6, p. 103-113, 2014.

MANSOUR, S. A.; MOSSA, A. H.; HEIKAL, T. M. Cytogenetics and hormonal alteration in
rats exposed to recommended safe doses of spinosad and malathion insecticides.
International Journal of Agriculture and Biology, v. 10, n. 1, p. 9-14, 2008.

MICHAEL, A. J. Polyamines in Eukaryotes, Bacteria, and Archaea. The Journal of
biological chemistry, v. 291, n. 29, p. 14896-903, 2016. American Society for Biochemistry
and Molecular Biology.

MOINARD, C.; CYNOBER, L.; DE BANDT, J.-P. Polyamines: metabolism and implications
in human diseases. Clinical nutrition (Edinburgh, Scotland), v. 24, n. 2, p. 184-97, 2005.

MURRAY-STEWART, T. R.; WOSTER, P. M.; CASERO, R. A. Targeting polyamine
metabolism for cancer therapy and prevention. Biochemical Journal, v. 473, n. 19, p. 2937-
2953, 2016.

NOWOTARSKI, S. L.; WOSTER, P. M.; CASERO, R. A.; JR. Polyamines and cancer:
implications for chemotherapy and chemoprevention. Expert reviews in molecular
medicine, v. 15, p. €3, 2013. NIH Public Access.

OLIVEIRA, B.; QUINTEIRO, P.; CAETANO, C.; et al. Burial grounds’ impact on
groundwater and public health: an overview. Water and Environment Journal, v. 27, n. 1,
p. 99-106, 2013..



Artigo 4 126

OUAMEUR, A. A.; TAIMIR-RIAHI, H.-A. Structural analysis of DNA interactions with
biogenic polyamines and cobalt(l11)hexamine studied by Fourier transform infrared and
capillary electrophoresis. The Journal of biological chemistry, v. 279, n. 40, p. 42041-54,
2004. American Society for Biochemistry and Molecular Biology.

PACHECO, A.; MENDES, J. M. B.; MARTINS, T.; HASSUDA, S.; KIMMELMANN, A. A.
Cemeteries - A Potential Risk to Groundwater. Water Science and Technology, v. 24, n. 11,
1991.

PEGG, A. E. Functions of Polyamines in Mammals. Journal of Biological Chemistry, v.
291, n. 29, p. 1490414912, 2016.

PEGG, A. E. Toxicity of Polyamines and Their Metabolic Products. Chemical Research in
Toxicology, v. 26, n. 12, p. 1782-1800, 2013.

RECIO, L.; HOBBS, C.; CASPARY, W.; WITT, K. L. Dose-response assessment of four
genotoxic chemicals in a combined mouse and rat micronucleus (MN) and Comet assay
protocol. The Journal of toxicological sciences, v. 35, n. 2, p. 149-62, 2010.

ROTHFUSS, A.; HONMA, M.; CZICH, A; et al. Improvement of in vivo genotoxicity
assessment: Combination of acute tests and integration into standard toxicity testing.
Mutation Research/Genetic Toxicology and Environmental Mutagenesis, v. 723, n. 2, p.
108-120, 2011.

SAMINATHAN, M.; THOMAS, T.; SHIRAHATA, A,; PILLAI, C. K. S.; THOMAS, T. J.
Polyamine structural effects on the induction and stabilization of liquid crystalline DNA:
potential applications to DNA packaging, gene therapy and polyamine therapeutics. Nucleic
acids research, v. 30, n. 17, p. 3722-31, 2002. Oxford University Press.

SCHAUMBURG, L. G.; SIROSKI, P. A.; POLETTA, G. L.; MUDRY, M. D. Genotoxicity
induced by Roundup® (Glyphosate) in tegu lizard (Salvator merianae) embryos. Pesticide
Biochemistry and Physiology, v. 130, p. 71-78, 2016.

SCHMID, W. The micronucleus test. Mutation research, v. 31, n. 1, p. 9-15, 1975.

SILERME, S.; BOBYK, L.; TAVERNA-PORRO, M.; et al. DNA-Polyamine Cross-Links
Generated upon One Electron Oxidation of DNA. Chemical Research in Toxicology, v. 27,
n. 6, p. 1011-1018, 2014. American Chemical Society.

SINGH, N. P.; MCCOY, M. T.; TICE, R. R.; SCHNEIDER, E. L. A simple technique for
quantitation of low levels of DNA damage in individual cells. Experimental Cell Research,
v.175,n. 1, p. 184-191, 1988.

TETI, D.; VISALLI, M.; MCNAIR, H. Analysis of polyamines as markers of
(patho)physiological conditions. Journal of chromatography. B, Analytical technologies in
the biomedical and life sciences, v. 781, n. 1-2, p. 107-49, 2002.

THOMAS, D. J. The Die Is Cast: Arsenic Exposure in Early Life and Disease Susceptibility.
Chemical Research in Toxicology, v. 26, n. 12, p. 1778-1781, 2013.



Artigo 4 127

THOMAS, T.; THOMAS, T. J. Polyamines in cell growth and cell death: molecular
mechanisms and therapeutic applications. Cellular and Molecular Life Sciences, v. 58, n. 2,
p. 244-258, 2001.

TICE, R. R.; AGURELL, E.; ANDERSON, D.; et al. Single cell gel/comet assay: guidelines
for in vitro and in vivo genetic toxicology testing. Environmental and molecular
mutagenesis, v. 35, n. 3, p. 206-21, 2000.

VASQUEZ, M. Z. Combining the in vivo comet and micronucleus assays: a practical
approach to genotoxicity testing and data interpretation. Mutagenesis, v. 25, n. 2, p. 187-199,
2010. Oxford University Press.

VOULGARIDOU, G.-P.; ANESTOPOULOQS, I.; FRANCO, R.; PANAYIOTIDIS, M. |,;
PAPPA, A. DNA damage induced by endogenous aldehydes: Current state of knowledge.
Mutation Research/Fundamental and Molecular Mechanisms of Mutagenesis, v. 711, n.
1, p. 13-27, 2011.

WALLACE, H. M.; FRASER, A. V.; HUGHES, A. A perspective of polyamine metabolism.
Biochemical Journal, v. 376, n. 1, p. 1-14, 2003.

ZHAO, Z.; ZHANG, L.; WU, J.; FAN, C. Distribution and bioaccumulation of
organochlorine pesticides in surface sediments and benthic organisms from Taihu Lake,
China. Chemosphere, v. 77, n. 9, p. 1191-1198, 2009.



Artigo 5 128

Artigo 5

Avaliacao dos efeitos reprodutivos em ratos wistar induzidos pela poliamina
putrescina

Franco Dani Campos-Pereira, Leticia de Sousa Franco, Raissa Ferraz Curtolo,
Guilherme Andrade Alves, Leticia Cristina Goncalves, Raquel VVaz Hara,
Grasiela Dias de Campos Severi-Aguiar; Maria Esméria Corezola do Amaral;

Maria Aparecida Marin-Morales

Highlights

e A putrescina é uma poliamina que desempenha importantes funcdes fisioldgicas nos
organismos.

e A exposicdo a putrescina induziu uma diminuicdo na producéo diaria de espermatozoides
em ratos Wistar.

e A expressdo de enzimas da via da esteroidogénese foram diminuidas nos ratos expostos a
putrescina

e A Putrescina induziu estresse oxidativo em testiculos e epididimos de ratos Wistar.

Resumo

O aumento na incidéncia de casos de infertilidade, anormalidades estruturais no
aparelho reprodutor masculino, diminuicdo da qualidade espermaética e aumento na incidéncia
de céncer testicular, podem estar relacionados com o aumento de substancias quimicas com
atividade enddcrinas presentes no ambiente. Os cemitérios sdo fontes de contaminagéo
ambiental de solos, aguas superficiais e subterraneas, que podem ter efeito sobre a biota local
do ambiente contaminado e também sobre o homem. Essa contaminacdo é dada por um
liquido produzido pela decomposigéo cadaverica, constituido de substancias complexas, como
a poliamina putrescina, que desempenha importantes fungdes fisioldégicas nos organismos.
Essa pesquisa monitorou os efeitos da putrescina sobre a funcdo reprodutiva de ratos Wistar.
Foram realizados ensaios com ratos adultos, divididos em trés grupos experimentais (T1 =

46,3 mg/kg, T2 = 138,9 mg/kg e T3= 231,5 mg/kg), expostos por 56 dias consecutivos a
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putrescina. Foram realizadas contagens espermaticas, avaliacdo da expressdo de proteinas
envolvidas na via da esteroidogénese, ensaios para avaliacdo de inducdo de estresse oxidativo
e analises morfoldgicas dos testiculos dos animais. A putrescina influenciou negativamente na
producdo espermatica e na expressao das proteinas CYP11Al, 17R-HSD e StAR. Induziu
estresse oxidativo e causou alteragdes morfoldgicas nos epididimos e testiculos. Esses
resultados demostram que a putrescina pode interferir sobre varios pardmetros reprodutivos e

alertam para a importancia desta substancia como um perigoso contaminante ambiental.

Palavras-chaves: morfometria, contagem espermatica, esteroidogénese, estresse oxidativo.

1. Introducéo

A exposicdo dos seres vivos a uma grande variedade de poluentes ambientais tem sido,
atualmente, uma das maiores preocupacdes cientificas (MANFO et al., 2014). A Organizacao
mundial da saude (OMS) estima que cerca de 25% das doencas que acometem hoje a
populacdo humana esta associada a exposicao prolongada a contaminantes ambientais (WHO,
2016).

O sistema reprodutor masculino é altamente sensivel aos xenobiéticos. Essas
substancias podem atuar por varios mecanismos e em varias vias dos sistemas bioldgicos,
como o0s sistemas reprodutivos, onde podem acarretar varios distarbios, dentre eles a
infertilidade. A espermatogénese, que é um processo continuo de divisdo e diferenciacdo
celular, também pode ser afetada por agentes quimicos, cuja consequéncia pode ser a baixa
producdo espermatica e alteracbes morfoldgicas nos espermatozoéides, alteracbes que podem
culminar em infertilidade ou fertilidade diminuida. Por esse motivo, as contaminacfes
ambientais tem sido motivo de muita preocupacao nas Ultimas décadas (HAUSER; SOKOL,
2008; BONDE, 2010; WONG; CHENG, 2011; VECOLI et al., 2016).

Evidéncias cientificas sugerem que uma resposta comum a exposi¢cdo a toxicos
ambientais ¢ a indugdo de estresse oxidativo nos testiculos, efeito ja observado em <80% dos
homens inférteis clinicamente comprovados. (WONG; CHENG, 2011). A infertilidade néo é
apenas uma questéo de saude publica, mas também um problema social. Os crescentes indices
de degradacdo do meio ambiente afetando as questOes reprodutivas desencadeariam muitos
prejuizos sociais, como a escassez de mdao-de-obra refletindo numa sobrecarga da sociedade
(DENG et al. 2016).
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Dentro deste cendrio de contaminacdo do meio ambiente, os cemitérios tém se
destacado quanto a sua potencialidade de contaminar as aguas superficiais e subterraneas
(PACHECO et al., 1991; ZYCHOSKY, 2012).

A principal causa de contaminacdo ambiental dos cemitérios € o liquido liberado,
intermitentemente, durante o processo de putrefacdo dos cadaveres. A decomposi¢do dos
corpos consiste de fermentacdo de matéria organica por bactérias enddgenas e exdgenas, que
decompbem carboidratos, proteinas e lipideos (OLIVEIRA et al., 2013). Durante este
processo, os tecidos moles sdo fisica, quimica e biologicamente transformados em gases,
liquidos e minerais, formando uma massa putrescente de forte e desagradavel odor, composta
por 60% de &gua, 30% de minerais e 10% de sustancias organicas complexas (COSTA
SILVA; FILHO, 2008; OLIVEIRA et al.,, 2013). Embora a composicdo dessa massa
putrescente ndo seja completamente conhecida, sabe-se que entre 0s seus compostos quimicos
existem, pelo menos, duas aminas biogénicas, a diamina cadaverina (CsH14N.) e a poliamina
putrescina (C4sH12N2) (DENT et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2013), que tém acdo sobre os
sistemas bioldgicos.

A putrescina € uma molécula precursora de outras duas poliaminas, a espermidina e
espermina, ambas muito importantes nos processos de proliferacdo celular (PEGG, 2009;
MICHAEL, 2016). Porém, alguns autores tém demonstrado que altas concentracdes 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 hidrogénio (H20-), substancia esta que é capaz de danificar o DNA e
outros componentes celulares, por meio da inducédo de estresse oxidativo.

Diante disso, o presente trabalho avaliou os efeitos adversos da putrescina sobre
testiculos e epididimos de ratos Wistar, com o objetivo de entender seus efeitos sobre a
capacidade reprodutiva, biossintese de testosterona e efeitos histopatolégicos, por meio de

andlises bioquimicas, morfométricas, histolégicas e estereoldgicas.

2. Material e Métodos
8.1 Animais e delineamento experimental
Foram utilizados 48 individuos machos adultos, com peso inicial em torno de 250 g,
mantidos durante o periodo experimental no Centro de Experimentacdo Animal da Fundacéo
Herminio 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 agua

e racdo purina ad libitum. As concentracbes de putrescina testadas neste estudo foram
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definidas a partir da ficha técnica do produto (Sigma-Aldrich), que aponta uma DLso oral para
ratazanas de 463 mg/kg. As concentracfes 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 DLso.

Os animais foram subdivididos em quatro grupos com 12 individuos cada e foram
distribuidos em caixas A e B (6 individuos por caixa). Os animais das caixas A foram
destinados para andlises histologicas e coleta de sangue e 0s animais das caixas B destinados
as coletas de 6rgdos, para avaliacGes bioquimicas e contagem de espermatozdides.

O grupo controle (Co) foi exposto apenas a agua filtrada e os trés grupos tratados T1,
T2 e T3 (n=6 cada) expostos as concentragOes 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 corporeo de cada animal. A substancia foi
administrada via gavage, por um periodo de 56 dias, tempo necessario para completar o ciclo
completo da espermatogénese (RUSSELL et al., 1990). O projeto foi aprovado pelo comité de
Etica em Uso de Animais (CEUA) da FHO/UNIARARAS com parecer n° 024/2013.

8.2 Eutanasia e coleta de materiais biologicos

Os animais foram perfundidos, para coleta de material histologico e foram submetidos
a puncdo cardiaca, para a coleta de sangue. Os Animais foram anestesiados com solugdo de
Xilazina (Rompun® - Bayer S.A. — 20 mg/mL) e Cetamina (Ketalar® - Parke, Davis & Co. -
50 mg/mL), submetidos a laparotomia medial para a, expansdo da cavidade toracica e, assim,
expor o coracdo para a realizacdo da puncdo cardiaca, com uma seringa de 5 mL. Apés a
puncdo cardiaca, foi introduzida uma cénula na artéria renal, conectada a um sistema de
perfusdo e realizada uma seccdo no atrio direito, para a realizacdo da drenagem da solugdo. A
perfusdo foi realizada, inicialmente com uma solucdo salina heparinizada 1%, seguida de
solucdo de glutaraldeido 4%, paraformolaldeido 4% em tampdo cacodilato de sédio 0,1 M,
pH 7,2, por aproximadamente 30 minutos. Os testiculos e epididimos foram coletados e

pesados individualmente, para posterior analise estatistica.

8.3 Quantificacdo de testosterona sérica
As amostras de sangue foram centrifugadas a 3500 rpm por 15 minutos e 0 soro
separado em tubos de centrifuga de 1,5 mL, para serem encaminhados para o laboratério de
analises clinicas (CEDIVET — Centro de Diagnostico Veterinario, localizado na cidade de Rio

Claro, Sdo Paulo, Brasil - www.cedivet.com.br).
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8.4 Biometria

Os testiculos, previamente fixados (obtidos dos animais das caixas A) foram
dissecados para a retirada da albuginea. Este procedimento permitiu obter o peso real do
parénquima testicular, referente a porcdo funcional dos testiculos. Com base nos pesos
corporais dos animais e no peso dos testiculos dissecados, foi obtido o indice
gonadossomatico (IGS), calculado a partir da seguinte formula:

IGS= MG / MC X 100 (MG = massa total das gbnadas e MC = massa corporal dos
animais).

Os indices epididimossomaticos (IES) dos epididimos foram calculados pela formula:

IES= (peso do epididimo /peso corpdreo) x 100.

8.5 Contagem de espermatozdides nos testiculos e epididimos

Os testiculos e epididimos esquerdos dos animais, que nao foram perfundidos (caixas
B), foram congelados e armazenados a -20 °C, para serem descongelados e analisados
separadamente. Apos o descongelamento do érgdo, o mesmo foi, imediatamente, processado.
Para a contagem de espermatozoides nos testiculos, foi retirada a albuginea. Os testiculos
entdo, foram pesados e triturados em homogeneizador IKA T-18, marca (Biovera) com 5 mL
de solugédo salina (STM) (0,9% NaCl e 0,05% Trinton X-100). Deste homogenato foram
retirados 100 pL e diluidos em 900 pL de STM. Ja os epididimos foram divididos em
cabeca/corpo e cauda e, cada parte, foi pesada e triturada separadamente. A cabeca/corpo foi
homogeneizada com 1 mL de STM, para cada 200 g, e a cauda homogeneizada com 1 mL,
para cada 100 g. Esta diluicdo foi feita na propor¢cédo de 50 pL para 950 pL de STM. A
contagem dos espermatozdides, em ambos os drgdos, foi feita em duplicata, em camara de
Neubauer, sendo que entre cada campo, de cada camara contada, a diferenca foi menor que

10% e entre a contagem das duas cdmaras a diferenca foi menor que 20%.

8.6 Producdo espermatica diaria (PDE) e célculo do transito espermatico
A produgdo espermatica diaria (PDE) foi calculada, dividindo o numero total de
espermatides/espermatozéides do testiculo por 6,1 dias, periodo este que corresponde ao
tempo de duracdo da maturacdo das espermatides, que ocorre nos tubulos seminiferos, que
corresponde ao passo 19 do estagio VIII (ROBB et al., 1978). O transito dos espermatozoides
foi calculado, dividindo o nimero de espermatozoides x10° pelo peso do parénquima e,

depois pela PDE. Os resultados foram submetidos a analise estatistica, utilizando o teste
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estatistico ANOVA, com pos-teste Tukey para comparagdo dos grupos tratados com o grupo

controle.

8.7 Analise de Western Blotting

Para a avaliagdo das proteinas CYP11A1, 17R3-HSD e StAR, fragmentos de testiculo
foram homogeneizados, por 30 segundos, em tampdo de extracdo proteica. O extrato foi
centrifugado a 1500 rpm, a 4 °C, por 45 min, para a remoc¢édo do material insoltvel. Aliquotas
do sobrenadante foram tratadas com tampédo Laemmli contendo 10 mM de DTT (Ditiotreitol)
e 40 pg de proteinas foram utilizadas na corrida em SDS-PAGE 12 %, em aparelho minigel
(Miniprotean). Apoés a corrida, as proteinas foram eletrotransferidas (a 0,8 mA/cm2) do gel
para a membrana de nitrocelulose (0,45 u). Esta foi incubada por duas horas em solucédo
bloqueadora, para diminuir as ligacdes inespecificas das proteinas. Na sequéncia as
membranas foram incubadas por 4 horas com os anticorpos especificos: anti-CYP11A1l
(ab175408-abcam), anti-17BHSD (M-174: sc-32 872 — Santa Cruz Biothnology) e anti- StAR
(ab180804-abcam) previamente diluidos (1:100) na solucdo de bloqueio (leite em po
desnatado a 1%). A membrana foi submetida a lavagens com solucédo de TBS-T (tris-HCI, pH
8.0, contendo 150 mM de NaCl e 0,05 % de Twenn 20) e, em seguida, incubada com o
anticorpo secundario anti-igG de coelho (ab97051-abcam), diluido 1:5000 em solucdo de
blogueio, 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.

8.8 Preparacdes Histoldgicas

Os fragmentos de testiculo e epididimo foram desidratados em concentracdes
crescentes de etanol, incluidos em resina glicolmetacrilato (Leica) e seccionados na espessura
de 3 um, em micrétomo Sorvall JB-4/Bio Rad. As observagdes morfoldgicas foram realizadas
nos cortes corados com Hematoxilina-eosina (HE) e as citoquimicas 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 obtencdo da morfometria e estereologia
testicular (MONTEIRO et al., 2008). As laminas obtidas foram examinadas e analisadas em

microscopia de luz.
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8.9 Analise Morfométrica e Estereoldgica dos testiculos
As imagens histoldgicas de cortes de testiculo, coradas com azul de toluidina, que se
mostraram mais representativas, foram fotodocumentadas. As analises morfométricas e
estereoldgicas foram processadas pelo software Image Pro Plus, versdo 6.0 (Media

Cybernetics).

2.8.1 Morfometria dos tubulos seminiferos
O diametro tubular médio de cada animal foi obtido a partir de mensurac@es, ao acaso,
de 30 seccles transversais de tubulos seminiferos que apresentavam o contorno mais circular
possivel, quando observadas em aumento de 200x. As mesmas secgdes utilizadas para
medicdo do didmetro tubular foi também usada para mensurar a altura do epitélio seminifero,
a qual foi tomada de forma diametralmente oposta, em 4 diferentes pontos, desde a tunica

prépria até o limen tubular, também em aumento de 200x.

2.8.2 Determinacdo das proporcdes volumétricas (%) e volumes dos componentes
do espaco intersticial

As proporgdes volumétricas dos componentes do espaco intersticial foram estimadas a
partir da projecéo de uma grade contendo 494 pontos sobre imagens do espaco intersticial dos
testiculos, capturadas em campos aleatdrios, em um aumento de 1000x. Para cada animal,
foram analisadas diferentes seccdes, até completar 3000 pontos. Os elementos quantificados
no espaco intersticial foram: células de Leydig, vasos sanguineos, espaco linfatico,
macréfagos e tecido conjuntivo. O volume de cada componente do parénquima testicular,
expresso em mL, foi estimado a partir do conhecimento do percentual ocupado por eles no
testiculo e do conhecimento do volume total liquido do parénguima testicular. O valor deste
ultimo foi obtido por meio do peso de testiculo sem albuginea fixado. Segundo Franca (1991),
como a densidade do testiculo é em torno de 1 (1,03 a 1,04), a massa foi considerada igual ao

seu volume.

2.8.3 Diametro e volume dos nucleos das células de Leydig
Foram estimados o diametro 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 = 4/3nR3, onde R € o raio do nicleo das células de Leydig, obtido

com a medida dos diametros.

2.8.4 Quantificacdo de Estresse Oxidativo nos Testiculos e Epididimos

Os tecidos foram homogeneizados em tampédo fosfato 0,1 M, pH 7,4, em
homogeneizador de tecidos modelo IKA T-18, marca (Biovera). As concentragdes de
proteinas 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 hidrogénio
como substrato. A atividade da superdxido dismutase (SOD) foi avaliada pelo método de
autoxidacdo 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
niveis de Glutationa Reduzida (GSH) foram quantificados, por meio dos procedimentos

descritos por Ellman (1959).

3. Resultados
3.1. Parametros reprodutivos

Para a determinacdo dos indices reprodutivos, foi necessario, primeiramente, a
afericdo do peso corporeo dos animais experimentados. O grupo T2 e o T3 apresentaram
diminuicdo significativa deste parametro, quando comparados ao grupo controle.

Em relacdo ao peso dos epididimos, ndo foi observada nenhuma alteracao significativa
entre os ratos testados. Para o indice epididimossomatico (IES), apenas o grupo tratado com a
maior concentracdo (T3) apresentou aumento significativo. Em relacdo ao n° de
espermatozoides no epididimo, tanto na regido da cabeca/corpo como na regido da cauda, foi
observada uma reducdo significativa nos grupos tratados, em relacdo ao grupo controle. O
namero de espermatozéides por grama de epididimo, tanto na regido da cabeca como na
regido da cauda, apresentou reducdo significativa nos grupos T2 e T3. Estes resultados
permitiram inferir um efeito dose-resposta da putrescina, para esse parametro avaliado, pois o
grupo tratado com a maior concentracdo (T3) apresentou a maior reducdo no numero de
espermatozoéides/g do 6rgdo, seguido pela concentracdo intermediaria (T2) e depois pela
menor concentracdo (T1).

O numero de espermatozdides nos testiculos e 0 nimero de espermatozoides/g de
testiculo também foi reduzido, significativamente, nos grupos expostos, confirmando o efeito

dose-resposta, observado para o epididimo.
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A producédo diaria de espermatozoides (PDE) foi comprometida significativamente,
em T2 e T3. O trénsito espermatico na regido da cabeca/corpo teve um aumento significativo,
para a maior concentracao testada. Pelos resultados obtidos, foi observado uma diminuicéo na
producdo diaria de espermatozoides nos animais tratados com putrescina, com resultados
significativos, em relagdo ao grupo controle, para os grupos T2 e T3, reforcando o efeito
dose-resposta diretamente proporcional a concentracdo j& registrado anteriormente. Todos
estes resultados aqui apresentados estdo apresentados na Tabela 1. De acordo com estes
dados, podemos inferir que a putrescina, nestas concentracfes testadas, causa um efeito

negativo nestes 0Orgdos e um provavel comprometimento de suas funcgoes.
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Tabela 1: Parametros reprodutivos obtidos apds o tratamento com putrescina por 56 dias consecutivos.

) _ Grupo Controle Grupo T1 Grupo T2 Grupo T3

Parametros Avaliados (Co) (46,3 mg/Kg) (138,9 mg/kg) (231,5 mg/kg)
Peso corpdreo do animal (g) 443,0 £ 24,26 440,8 £ 23,15 398,3+ 37,78 a 358,7 50,53 a
Peso epididimo direito (g) 0,54 + 0,055 0,57 £ 0,021 0,52 £ 0,06 0,56 £ 0,076
Indice epididimossomatico (IES) 0,12 £ 0,013 0,13 £ 0,005 0,13+0,013 0,16 £0,003ab
Cabeca/corpo
N° esperm. X 10%epididimo (g) 106,6 + 14,23 8516 +11,72a 71,30+ 14,53 a 75,36 £ 6,02 a
N° esperm. X 108/g de epididimo 425,62 + 43,29 392,29+ 67,91 a 332,29+ 73,50 a 273,75+144ac
Cauda
N° esperm. X 10%/6rgéo (g) 248,11 + 25,75 209,08 + 30,21 a 143,41 +46,71ac 136,73+ 39,75ac
N° esperm. X 10%/g de 6rgdo 1253,3 £ 118,56 1171,25 £ 154,60 835,83 + 265,58 a ¢ 730,83 £106,25ac
Peso testiculo direito (g)
N° de esperm. X 108 /testiculo (g) 167,20 + 37,73 151,1 £ 11,60 114,78 £ 17,32 a 78,62 £3,60ab
N° de esperm. X 108/g de testiculo 108,64 + 29,53 86,90 = 6,30 71,24 £ 1357 a 51,49 +3,09ab
Producéo Diaria de Espm. (PDE) 27,41 +6,34 24,77 1,90 18,81 £2,83a 1288+0,59ab
Transito cabega/corpo 4,03+0,91 3,44+ 0,49 3,85+ 0,84 584+0,22ab
Transito cauda 9,56 + 2,86 8,52+ 1,73 7,72+2,35 10,53 + 2,53

Valores expressos em média + desvio padrdo. a= Significativo em relacdo ao controle; b- significativo em relacdo a todos os grupos; c- significativo em relagdo a T1;
Os resultados foram submetidos a analise estatistica utilizando-se ANOVA com pds-teste de Tukey para comparacdo dos grupos tratados com o grupo controle; g = grama.
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3.2. Quantificacdo sérica de testosterona
A testosterona sérica foi avaliada por meio de analises bioquimicas e os valores estdo

demonstrados na Figura 1.
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Figura 1: Concentracdo de testosterona sérica nos diferentes grupos experimentais. Resultados
expressos em média e desvio padrdo. * Valores estatisticamente significativos para p<0,05.

3.3. Expressao proteica das proteinas da via da esteroidogénese
As expressOes proteicas das proteinas StAR, CYP11A1 e 17 B-HSD foram observadas
por meio de Western Blotting. Os resultados demonstraram uma diminuicdo significativa na
expressao da proteina StAR, nos grupos T2 e T3, enquanto que o T1 e os grupos controle ndo
apresentaram diferencas significativas (figura 2A). Ja na quantificacdo da proteina CYP11Al
e da proteina 17 B-HSD, foi possivel observar uma reducdo significativa nos trés grupos
tratados (T1, T2 e T3), quando comparados ao grupo controle (figura 2B e 2C,

respectivamente).
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Figura 2: Expressdo das proteinas StAR, CYP11Al e 17 B-HSD em testiculos de ratos expostos a
putrescina. Blottins representativos e os resultados das analises estatisticas, sendo os valores expressos
como média + desvio padrdo. *Diferenca 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).
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3.4. Analise histopatoldgica dos Testiculos

Nas seccdes histologicas dos testiculos, corados com azul de toluidina, foi possivel
observar que o grupo controle apresentou tabulos seminiferos com morfologia preservada e
espermatog6nias do tipo escura, na regido periférica que margeia os tubulos. No espaco
intersticial, foram registradas a presenca de vasos sanguineos e de células de Leydig
distribuidas uniformemente, bem como também a presenca de espermatozdides no limen dos
tibulos (Figura 3 Co). Os grupos T1 e T2 ndo apresentaram diferencas morfoldgicas, quando
comparado ao grupo controle. No grupo T3, foi possivel observar desorganizacao do epitélio
dos tubulos, com despendimento de espermat6citos proximo ao limen. Foi observada a
presenca de vacuolos ao longo das extremidades dos tubulos e aparente diminuicdo na

quantidade das células de Leydig no espago intersticial (Figura 3 T3).

Figura 3: Fotomicrogréficas de cortes histologicos dos tubulos seminiferos 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 = espermatogbnias, In =
Intersticio testicular, V = Vaso sanguineo, cabeca de seta preta = espermatdcitos, cabeca de seta
vermelha= vacuolos. Aumento de 20x
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As células de Leydig estdo localizadas na regido intersticial, situada entre os tabulos
seminiferos. Esta &rea é caracterizada por ser uma regido rica em vasos sanguineos e espagos
linfaticos. As células de Leydig do grupo T3 apresentaram didmetro nuclear menor e uma

granulacdo mais intensa que nos outros grupos (figura 4-T3).
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Figura 4: SeccBes histologicas do parénquima testicular de ratos Wistar corados com azul de
toluidina. Imagens capturadas em aumento de 1000x. V = vaso sanguineo, In = Regido intersticial, m

= macrdfago, cabecga de seta = células de Leydig

3.5. Analises Histopatol6gica dos Epididimos

Nas secc¢des histoldgicas dos ductos epididimarios dos animais do grupo controle foi
possivel observar o tecido epitelial pseudo-estratificado, composto de células basais
arredondadas e de células colunares com estereocilios voltados para a luz. No Iimen, foi
observado a presenca de espermatozoides misturados com secregdes (figura 5B).

De acordo com as observacfes microscopicas, 0s animais do grupo T3 apresentaram
maiores alteragdes, como a presenca de vactolos no tecido epitelial que reveste os ductos,
além de desorganizacdo no parénquima epididiméario (figura 5H). Na luz dos ductos
epididimarios desse grupo exposto, foi verificada uma forte presenca de restos das
espermatides junto as secregdes e espermatozoides (figura 51). Nas marcacgdes citoquimica

com PAS e Azul de bromofenol, ndo foram observadas diferengas entre os grupos (figura 6).
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Controle

Figura 5: SecgOes Histologicas de segmentos da cabega do epididimo de ratos Wistar submetidos a
exposicdo a putrescina em diferentes concentracdes 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 -231,5mg/kg (G,Hel). T =
epitélio do tubulo epididimario, L = Lamen, Es = Espermatozoides, Tc = Tecido conjuntivo, Vs —
Vaso sanguineo, Setas = vacuolizagdo do tubulo epididiméario e em |, destaque para o limen dos
ductos epididimarios com desprendimento de espermatécitos.
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Figura 6: SeccOes Histologicas de segmentos da cabeca do epididimo de ratos Wistar submetidos a
exposicdo 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 - 1389 mg/kg (Ee F) e
Grupo 3 - 231,5 mg/kg (G e H). T = epitélio do tabulo epididimario, L = Lamen. Lumen dos tdbulos
repletos de espermatozoides e em H, muitas células desprendidas.
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3.6. Analise Morfométrica e Estereoldgica dos testiculos
3.6.1. Morfometria dos tabulos seminiferos
Os valores médios do diametro tubular e da altura do epitélio seminifero dos animais
desta pesquisa encontram-se apresentados na figura 7. Foram encontrados valores
significativos de aumento do didmetro dos tbulos seminiferos para o grupo T1, e diminuigdo
para o grupo. Em relagdo a altura do epitélio seminifero, apenas o grupo T3 apresentou

diferenca significativa, com diminuicédo da altura, em relacdo ao grupo controle.
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Figura 7: Diametro tubular e altura do epitélio dos tibulos seminiferos em testiculos de ratos Wistar
expostos a diferentes concentragdes 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, pos teste de Tukey. * p < 0,05).

3.6.2. Determinacéo das proporc¢oes volumétricas (%) e volumes dos componentes
do espaco intersticial (mL)

As proporgdes volumétricas permitem avaliar, mais detalhadamente, a quantidade e
volume de componentes do tecido que ocupam o parénquima testicular. Foram avaliados os
parametros espaco linfatico, células de Leydig, vasos sanguineos e macrofagos, que totalizam
100% do espaco intersticial. Foram observadas uma diminuicéo significativa das proporcoes
volumeétricas das células de Leydig para os grupos T1 e T3 e diminuicdo significativa nos
volumes dessas células, para o grupo T3 (Tabela 2).
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Tabela 2: Volume (ml) e propor¢do volumétrica (%) dos componentes do testiculo de ratos
adultos, expostos a diferentes concentragfes de putrescina.

Grupos experimentais

Parametros Controle Grupo 1 Grupo 2 Grupo3

Espaco Linfatico (%) 0.55 +0.05 0.59 + 0.04 0.56 £0.04 0.60 £ 0.08
Espaco Linfatico (mL) 0.90 £0.13 0.99+£0.10 0.98 +0.16 0.86 £ 0.03
Células de Leydig (%0) 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 Sanguineos (%) 0.07 £0.02 0.08 £0.04 0.08 +0.02 0.11+0.06
Vasos Sanguineos (mL) 0.12+0.03 0.14 +0.07 0.14 £0.02 0.13+0.01
Macrofagos (%6) 0.05+0.02 0.06 +0.01 0.06 + 0.02 0.04 +0.00
Macréfagos (mL) 0.09 £0.03 0.10 £0.02 0.11+0.03 0.06 +0.03

Valores expressos em média e desvio padrdo. ANOVA, pos teste de Tukey. * Valores significativos
para P<0,05.

3.6.3. Diametro e volume nuclear das células de Leydig

As anélises morfométricas do didametro das células de Leydig permitiram verificar que
houve uma diminuicdo significativa neste parametro, para o0 Grupo T1, enquanto que, para a
avaliacdo do volume nuclear (um?®), todos os grupos expostos apresentaram células com
volumes diminuidos. Por meio destes resultados, podemos inferir que a putrescina tem acédo
nas estruturas morfoldgicas das células de Leydig presentes no parénquima testicular (figura
8).
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Figura 8: Didmetro e volume nucleares das células de Leydig em testiculos de ratos Wistar expostos a
diferentes concentragdes 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, pos teste de
Tukey (* p <0,05).
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3.7. Quantificacdo do Estresse Oxidativo nos testiculos e epididimos
Foram avaliados, por meio de testes enzimaticos, o estresse oxidativo dos testiculos e
dos epididimos. 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 Testiculo

Em relacdo aos parametros bioquimicos estudados, foi observado um aumento
significativo dos niveis de GSH nos Grupos T2 e T3. Embora tenha havido um aumento no
Grupo T1, esse aumento ndo 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, diminuidas em todos 0s grupos expostos (Figura 9C e 9D).
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Figura 9: Pardmetros de estresse oxidativo em testiculos de ratos Wistar expostos a putrescina, por 56
dias. Niveis 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). *Diferenca significativa em relacdo ao
grupo controle com p < 0,05 para todos os parametros.
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3.7.2. Estresse oxidativo nos Epididimos

Os valores encontrados na avaliacdo de estresse oxidativo nos epididimos evidenciou
uma forte inducdo de estresse, que causou uma deplecdo nas atividades enzimaticas das
enzimas protetoras. Os niveis de GSH diminuiram, significativamente, em todos os grupos
(figura 10A), assim como houve a reducéo significativa nas atividades da GST e da SOD
(figura 10C e D). Foi observado aumento significativo da CAT, apenas para o GrupoT1
(figura 10B).
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Figura 10: Parametros de estresse oxidativo em testiculos de ratos Wistar expostos a putrescina, por
56 dias. Niveis 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). *Diferenca significativa em relagdo ao
grupo controle com p < 0,05 para todos 0s parametros.

4. Discussao

O sistema reprodutor masculino é muito sensivel a agdo de substancias toxicas e, por
isso, € muito importante avaliar os efeitos dos xenobidticos sobre esses 6rgaos. Lima et al.
(2012) afirmam que existem fortes indicios de que a alteracdo da qualidade do sémen possa

estar relacionada com a toxicidade ambiental.
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Nossos resultados evidenciaram que tanto os testiculos quanto os epididimos foram
afetados pela exposicdo a putrescina. A exposi¢do dos testiculos a agentes toxicos, pode
promover alteracbes na espermatogénese, bem como aumentar a inducdo de apoptose nas
células germinativas, causando um efeito negativo no 6rgdo, com diminuicdo na producéo de
espermatozdides (PANNOCCHIA et al., 2008).

De acordo com os parametros reprodutivos analisados, foi possivel estabelecer um
efeito dose-resposta da putrescina sobre o0s parametros reprodutivos. As maiores
concentracdes de putrescina promoveram a diminuicdo da producdo e, consequentemente, da
quantidade de espermatozoides nos testiculos e nos epididimos dos ratos expostos. Além
disso, a putrescina foi capaz de induzir respostas histopatolégicas no parénquima testicular,
evidenciando alteragdes como vacuolizacdo citoplasmaticas, degeneracdo de espermatides,
células do epitélio seminifero liberadas no liumen dos tubos, bem como a presenca de
espermatides arredondadas (células reprodutoras imaturas) livres na luz dos epididimos.

Informacdes referentes ao transito espermatico no epididimo sdo importantes para a
interpretacdo dos acontecimentos no processo de maturacdo dos espermatozoides. E durante
esse trajeto que muitas caracteristicas morfoldgicas fisiologicas e bioquimicas dos
espermatozoides sdo modificadas (FERNANDES et al., 2008). Nossos resultados
demonstraram um aumento no tempo de trénsito na cabeca do epididimo, para a maior
concentracdo testada. Resultados parecidos foram encontrados por Fernandes et al. (2003),
que relataram uma diminuicdo no potencial de fertilidade dos espermatozoides em ratos
tratados com dietilestilbestrol (DES).

Segundo Aly et al. (2012), a reducdo da espermatogénese se deve a inibicdo da
atividade esteroidogénica. A diminuicdo da testosterona influencia, diretamente, as funcdes
germinativas, uma vez que o processo de meiose requer altas concentracdes de testosterona
(STANBENFELD; EDQVIST, 1996). No presente trabalho os niveis séricos de testosterona
diminuiram significativamente em todos os grupos tratados.

O processo de producdo da testosterona nas células de Leydig € intermediado por
diferentes enzimas. Inicialmente pela entrega do colesterol na membrana mitocondrial interna.
Esse passo € mediado pela proteina reguladora StAR (MURUGESAN et al., 2007). Nossos
resultados demonstraram uma diminuicdo na expressao desta proteina, sugerindo uma reducéo
na entrada do colesterol na mitocondria. A diminuicdo na expressao da Cypl1Al, observada
neste estudo, sugere que a conversdo do colesterol em pregnenolona estd comprometida, uma
vez que € essa enzima que catalisa a reacdo de clivagem da cadeia lateral do colesterol. A

17B-HSD também teve sua expressdo diminuida, o que é um indicativo de reducdo e
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comprometimento da secrecdo de testosterona, pois esta proteina é a que reduz a
androstenediona em testosterona. Estes resultados sugerem que a putrescina pode atuar
diretamente sobre as células de Leydig, diminuido a producéo de testosterona, por meio da
inibicdo da expressdo das enzimas esteroidogénicas. 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 diminui¢cdo da testosterona observada a
uma diminuicdo nos receptores de LH nas células de Leydig. De acordo com esses autores, a
diminuicdo desses receptores de superficie celular € induzida pelos elevados niveis de estresse
oxidativo e peroxidacdo lipidica celular.

As avaliacGes de estresse oxidativo nos testiculos e epididimos sdo de extrema
importancia. De acordo com Vernet et al. (2004), as EROs tém impacto devastador sobre a
atividade espermatica. Quando produzidas em excesso elas, estimulam a fragmentacdo do
DNA e podem levar a perda de funcdo espermaética, devido os danos peroxidativos na
membrana plasmatica das células germinativas. As membranas das células espermaticas
contém niveis elevados de &cidos graxos poli-insaturados, que conferem fluidez a estas
células (SIKKA, 2004), deixando-as mais susceptivel a ataques de radicais livres e,
consequentemente, a peroxidacdo lipidica. Este processo diminui a fluidez da membrana e
diminui a motilidade dos espermatozoides, reduzindo assim a sua capacidade para a
fertilizacdo (SELVAKUMAR et al., 2006).

Em relacdo ao estresse oxidativo, foi observada uma deplecdo das atividades
enzimaticas da SOD, GST tanto nos testiculos quanto nos epididimos, que possivelmente
sejam indicativas da forte acdo dos radicais livres presentes nas células. Em relacdo aos
niveis de GSH, foi observado um aumento desse tripeptideo nos testiculos dos grupos T1 e
T2, também seguido de aumento da CAT. Essas enzimas desempenham papel protetor contra
os radicais livres. Por outro lado, a diminuicdo observada para esta enzima no grupo T3,
corrobora 0s nossos resultados histolégicos, uma vez que o grupo T3 foi 0 que apresentou
maior dano tecidual.

A diminuicdo da atividade da SOD pode promover um aumento na concentracdo do
radical superéxido (VENSKE, 2010). Desta forma, as EROS podem se associar com outros
atomos e formar outras espécies reativas (CARRERAS et al., 1994; GIASSON et al., 2002)
como, por exemplo, o 6xido nitrico, proveniente do metabolismo celular, que pode reagir com
as espécies reativas do oxigénio (ERQOS) (principalmente com o radical superdxido), gerando
peroxinitrito (OONOO-) e radical hidroxila (OH-), um dos principais causadores de
peroxidacao lipidica (WELCH et al., 2002). Além disso, a diminuicdo da atividade da GST,
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observada em todos 0s grupos expostos a putrescina, evidencia uma diminuicdo do
mecanismo de defesa das células, refletindo na perda da capacidade de conjugar e inativar
xenobidticos (SILVA, 2007).

Curiosamente, contaminantes ambientais geralmente induzem o estresse oxidativo, por
meio da regulacdo negativa da producédo de antioxidantes como as enzimas SOD, CAT e GPXx,
estimulando a producdo excessiva de EROs (CHEN et al., 2011; WONG; CHENG, 2011),
como o observado em nossos resultados.

Em relacdo aos resultados morfométricos e estereoldgicos, os animais do Grupo T1
apresentaram um aumento significativo no didmetro tubular dos tdbulos seminiferos, que,
segundo Chieregatto (2005), é um indicativo de efeito estimulante da substancia testada.
Porém, os animais do Grupo T3 apresentaram diminuicdo do diametro tubular, bem como
diminuicdo da altura do epitélio tubular, estando este resultado diretamente relacionado com a
diminuicdo da taxa de fertilidade dos animais expostos (MALINI et al., 1999). As medidas do
didmetro e do volume nuclear das células de Leydig corroboram com a analise dos
componentes do intersticio, onde houve diminuicdo significativa nas proporcGes dessas
células. Estudos realizados em varios animais, correlacionando estrutura e funcdo das células
de Leydig, ttm demonstrado que alteracGes na sintese e secrecdo de testosterona ndo estdo
diretamente relacionados ao volume dessas células, mas sim a quantidade de reticulo
endoplasmatico liso presente no seu citoplasma (EWING et al., 1979). Desta maneira, é
importante uma avaliacdo ultraestrutural dessas células, para uma correta avaliacdo dos
efeitos da putrescina, quanto a sintese e liberacdo de testosterona pelas células de Leydig.

Pelos resultados obtidos, podemos inferir duas possibilidades, de como a produgéo de
testosterona é afetada pela exposicdo a putrescina. 1 - A putrescina pode promover estresse
oxidativo, provocando uma diminuicdo nos receptores de LH das células de Leydig e,
consequentemente, a alteracdo na via de producdo 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 analises de expressdo proteica e
pelas alteracBes no didmetro e volume nuclear, registrados neste trabalho para essas células.
Os niveis testiculares de andrdgenos dependem da capacidade das células de Leydig
produzirem esteroides e do numero de células presentes no intersticio. Para um perfeito
funcionamento da esteroidogénese, € necessaria uma expressao coordenada de proteinas e
enzimas esteroidogénicas, em resposta a estimulagdo hormonal (KOTULA-BALAC et al.,
2011).
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5. Conclusao

Diante dos resultados obtidos, é possivl concluir que a putrescina afeta negativamente
as atividades reprodutivas. Esta poliamina se mostrou capaz de alterar os parametros
reprodutivos como producdo de espermatozoides e regulacdo da expressdo proteica de
enzimas chave, na via de biossintese de testosterona, além de causar modificaces
morfolégicas e estruturais no parénquima do testiculo e do epididimo. Além disso a
substancia foi capaz de induzir estresse oxidativo nos tecidos analisados, o que interferiu,
negativamente, nas atividades reprodutivas. Estes resultados ressaltam a importancia de
estudos que visem monitorar os efeitos toxicos de xenobioticos sobre o sistema reprodutivo e

ressaltam a importancia de estudos com a putrescina, como um contaminante ambiental.
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6 CONCLUSOES GERAIS

De acordo com os resultados obtidos pela exposicdo de diferentes organismos a
diferentes concentracdes de putrescina, podemos concluir:

o Para uma avaliacdo consistente dos efeitos biologicos de uma determinada
substancia, é necessario o uso de diferentes parametros de avaliacdo e de diferentes
bioindicadores, considerando que cada organismo apresenta suas particularidades biologicas.

o A putrescina apresentou efeitos toxicos para os diferentes organismos
estudados, mesmo em concentragdes bem menores que a correspondente a DLso definida para
ratazanas (436 mg/kg).

o As sementes de A. cepa expostas nas concentracdes de 231,5, 138, 9 e 46,3
mg/kg ndo apresentaram boa qualidade para serem usadas em preparacdo citogenéticas e as
expostas a concentracdo de 46,3 mg/kg exibiram C-tumores nas raizes.

o As células meristematicas de A. cepa apresentaram um aumento na frequéncia
de micronucleos e de aberracdes cromossomicas (AC) nas raizes expostas a concentracdo de
23 mg/kg. A principal AC observada foi a aderéncia cromossomica, indicando uma agéo
aneugeénica da putrescina.

o O ensaio de Salmonella/microssoma revelou que a putrescina é capaz de
induzir atividade mutagénica nas linhagens TA 98 e TA 100, com presenca da fracéo
metabolizadora S9. Esse resultado indica que a metabolizacdo da putrescina aumenta seu
potencial em causar mutagdes tanto do tipo frameshift como por substituicdo de base no
DNA.

o Para a determinacdo das concentracdes citotdxicas da putrescina para células
HepG2, foram realizados o teste de MTT e o teste de Reducgéo da resazurina. Ambos os testes
se apresentaram como boas ferramentas de andlises da citotoxicidade desta substancia, porém
0 teste de reducdo da resazurina se mostrou mais sensivel, uma vez que detectou a
citotoxicidade para a concentracdo de 324,1 mg/kg, ndo observada pelo teste do MTT.

o Na avaliacdo dos efeitos genotoxicos da putrescina em células HepG2, pelo
ensaio do cometa, foram observadas que as concentracdes referentes a 10 % e 50 % da DLso
foram genotdxicas para esta linhagem celular. Pelo ensaio de MN, foi possivel observar
aumento na frequéncia dos MNs para as contragcfes de 10, 30 e 50 % da DLso. Por outro lado,
a inducéo de alteracGes nucleares, como brotos e pontes cromossomicas, foi observada apenas

para a concentracdo de 70 %. Estes resultados sugerem que as diferentes concentracdes de
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putrescina podem desencadear distintos mecanismos de acdo sobre o material genético de
células de hepatocarcinoma humano.

o Os padrdes de expressdo génica avaliados em células HepG2, demonstraram
que a putrescina é capaz de induzir danos oxidativos, uma vez que 0s genes correspondentes
as enzimas antioxidantes apresentaram expressdes aumentadas de mMRNAS.

o Os genes correspondentes as enzimas envolvidas na via de reparo do DNA,
ERCC1 e CHEK1 aumentaram, significativamente, nas células expostas as concentracdes de
10 e 50 %. Para essas mesmas concentracdes de putrescina foi observada uma super expresséo
do gene APEX1. Esses resultados corroboram com os dados de indices de danos no DNA,
observados pelo ensaio do cometa, e indicam que, mesmo com 0 aumento na expressao destes
genes, as células ndo foram capazes de reparar os danos no DNA, o que p6de ser confirmado
pelo aumento na frequéncia de MNs.

o Foram observadas pelas analises hematoldgicas e bioquimicas, realizadas em
ratos Wistar, alteracBes em diferentes parametros relacionados a essas anélises. Os indices
colesterolémicos foram os mais afetados. Desta forma podemos inferir que a putrescina
provoca alteracdes nestes indices, sendo capaz de induzir perturbacdes na ligacdo entre 0s
carboidratos e o metabolismo de lipidios. Todas as concentracdes testadas promoveram
alteracdes em um conjunto de marcadores, revelando a complexidade desta substancia ao
interagir com 0s componentes celulares.

o A genotoxicidade da putrescina em ratos Wistar foi avaliada pelo ensaio do
cometa, com 15, 30 e 56 dias de exposicdo. Os resultados indicaram um maior potencial
genotoxico para a menor concentracdo testada (46,3 mg/kg), desde o primeiro periodo
avaliado. De acordo com o0s resultados observados, os danos no DNA foram constantes e
acumulativos e todas as concentracfes foram genotoxicas para 56 dias de exposicao.

o Foi observado aumento nos indices de micronicleos em eritrcitos
policroméaticos (EPCMN), apenas para a concentracao de 46,3 mg/kg. Desta forma, podemos
inferir que esta concentracao foi a mais genotdxica para 0s animais expostos.

o Em relacdo aos parametros reprodutivos, a sustancia avaliada apresentou uma
resposta dose-dependente, onde a maior concentracdo (231,5 mg/kg) foi a mais deletéria. A
producdo diéria de espermatozoides diminuiu, significativamente, nas concentracdes de 138, 9
e 231,5 mg/kg, refletindo no nimero de espermatozoides presentes nos testiculos e nos

epididimos.
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o A expressdao proteica de importantes enzimas da via de producdo de
testosterona (CYP11A1, 17 B-HSD e StAR) apresentaram seus niveis diminuidos em ambos
0s grupos avaliados. Isto refletiu na producdo de testosterona sérica, que também diminuiu em
ambos os grupos.

o A putrescina induziu sérios efeitos deletérios sobre o sistema reprodutor de
ratos Wistar machos, indicando que esta substancia apresenta riscos para as funcgdes
reprodutiva dos animais expostos a ela.

Diante de tantos efeitos biologicos observados pela exposicdo de diferentes
bioindicadores a diferentes concentragfes de putrescina, podemos inferir que essa substancia
tem uma alta toxicidade para os seres vivos, devendo ser considerada perigosa para 0 meio
bioldgico. Por meio desse estudo, pode-se também concluir que a presenca desta substancia
no ambiente, deve ser considerada de grande risco ambiental.

Este trabalho teve como objetivo reunir a maior quantidade de informacGes possiveis
relacionadas ao potencial toéxico da putrescina, uma vez que existem poucos e limitados
estudos sobre a acdo biologica dos compostos quimicos presentes no necrochorume.
Esperamos com essas informacdes contribuir para um maior conhecimento sobre 0s impactos
causados pela contaminacdo proporcionada pelos cemitérios, alertando sobre os perigos que
esta contaminacdo representa para 0 meio ambiente e para a saude publica. No entanto, para
avaliar corretamente 0s riscos ambientais, é necessario determinar com precisdo, quais seriam
as quantidades de putrescina presente no solo e/ou na agua e qual a meia vida desta

substancia, nas mais variadas malhas e condigdes ambientais.
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