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RESUMO

A qualidade das &guas 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 decomposi¢do cadavérica,
denominado de necrochorume. O necrochorume € rico em substancias quimicas, dentre elas a
poliamina putrescina, uma substancia que desempenha importantes fungdes fisioldgicas nos
organismos. Porém, se essa substancia se apresenta em concentra¢cGes maiores que as
fisioldgicas, pode desencadear problemas para 0s organismos expostos, pois, devido a sua alta
bioatividade, passa a ser um contaminante perigoso para 0s seres vivos. Como esse tipo de
contaminagdo tem sido pouco estudada ecotoxicologicamente, este trabalho € pioneiro nesta
abordagem. Para a avaliacdo dos efeitos biolégicos desencadeados pela exposicéo 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
celulas meristematicas de A. cepa foram avaliados o potencial genotdxico, por meio do teste
de aberra¢fes cromossémicas, e mutagénico, por meio da analise de microndcleos. 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
cromossOmicas, indicando uma acgdo 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, apos ativacdo metabdlica, mostrando que a metabolizacdo da putrescina
aumenta seu potencial de causar mutagdes no DNA. Foram desenvolvidos com células
HepG2, testes de citotoxicidade (MTT e resazurina), genotoxicidade (cometa), de
mutagenicidade (micronucleo com blogueio de citocinese). Também foram avaliados nestas
células os padrdes de expressao génica para genes envolvidos com a via de metabolizacdo de
xenobioticos, na resposta a danos no reparo do DNA e estresse oxidativo. Os testes de
citotoxicidade permitiram selecionar concentra¢cBes ndo citotdxicas para a realizagdo dos
demais experimentos com HepG2. Foram estabelecidas as concentraces de 46,3, 138,9,
231,5 e 324,1 mg/kg, correspondendo respectivamente a 10, 30, 50 e 70 % da DL50
estabelecida para ratazanas (463 mg/kg). No ensaio do cometa, todas as concentragdes
testadas foram significativas para o critério intensidade da cauda, enguanto que para 0S

critérios comprimento da cauda e momento da cauda, apenas as concentracdes de 10 e 50 %
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foram significativas. Houve aumento da frequéncia de MN para as concentracfes de 10, 30 e
50 %, enquanto que a frequéncia de alteracdes nucleares (brotos e pontes) foram significativas
somente para a maior concentracao testada (70 %). A expressédo de genes relacionados ao
estresse oxidativo aumentaram, em relagdo ao grupo controle. Houve também aumento da
expressao dos genes de reparo do DNA, principalmente para as concentracGes de 10 e 50 %.
Os genes relacionados ao metabolismo de xenobioticos tiveram maior expressdo nas células
expostas as maiores concentragdes. Esses resultados indicam uma agdo genotOxica 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
bioguimicos, que forneceram informacgdes sistémica sobre o potencial tdéxico da substancia.
Os animais expostos apresentaram parametros alterados para o peso de 6rgdo como figado,
rim, pulmao; alteracdes nos indices hematoldgicos (aumento de células vermelhas, plaquetas e
celulas do sistema imunoldgico); e alteragcbes nos parametros bioquimicos, como distdrbios
nos indices glicémicos e colesterolémicos. O potencial genotoxico da putrescina foi avaliado
em células sanguineas dos ratos, por meio do ensaio do cometa e do teste do micronucleo em
medula éssea. Nestes organismos, a putrescina se mostrou genotoxica para todos 0s grupos
expostos, porém em maior intensidade no grupo exposto & menor concentracdo (46,3 mg/kg).
Essa mesma concentracdo induziu um aumento significativo de eritrécitos policrométicos
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,
alteracfes morfoldgicas, morfométricas e estereoldgicas nos testiculos e morfologicas 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
diminuigdo na producgdo espermaética, diminui¢do na expressao de enzimas importantes para a
biossintese de testosterona (CYP11A1, 173-HSD e StAR) e inducéo de estresse oxidativo e

alteracdes morfologicas.

Palavras-chave: necrochorume, cemitérios, aderéncias cromossdmicas, 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 (CYP11A1l, 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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Introdugao 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 toxicas no ambiente (ZAGATO;
BERTOLLET]I, 2006). O ambiente aquético, por sua vez, tem sido o mais impactado, devido
ao intenso lancamento de efluentes domésticos, industriais e mesmo agricolas, sem o
tratamento adequado. A contaminacao 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 agua existente no planeta corresponde as aguas doces
superficiais, que podem ser utilizadas pelo homem de forma sustentavel e sem caracterizar
impacto ao meio ambiente.

O aumento da populagdo mundial reflete num maior consumo de &gua 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 &guas subterraneas
(ALMEIDA et al., 2006). Atualmente, essas reservas se caracterizam como reservatorios 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 aguas subterraneas
(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 Sao Paulo,
aproximadamente 70 % dos municipios utilizam, de forma total ou parcial, o abastecimento
de agua advinda de reservas subterraneas (HIRATA, 2006).

Assim como as aguas superficiais, as aguas subterrdneas também vém sofrendo
contaminacdo. As maiores causas de poluicdo tém sido associadas & 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
contaminagdo ambiental pelos cemitérios ¢ o liquido liberado intermitentemente pelos
cadaveres em putrefacdo, denominado de necrochorume (COSTA SILVA; FILHO, 2008).
Diversos estudos estdo sendo realizados sobre o potencial de contaminacdo 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 aguas subterraneas 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 é produzido em quantidade consideravel no necrochorume e apresenta potencial

téxico reconhecido.
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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 avaliagdo consistente dos efeitos bioldgicos de uma determinada
substancia, é necessario o uso de diferentes pardmetros de avaliacdo e de diferentes
bioindicadores, considerando que cada organismo apresenta suas particularidades biolégicas.

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

. 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 preparacao 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 aberragdes cromossdmicas (AC) nas raizes expostas a concentragdo de
23 mg/kg. A principal AC observada foi a aderéncia cromossémica, indicando uma agao
aneugénica 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 fracdo
metabolizadora S9. Esse resultado indica que a metabolizacdo da putrescina aumenta seu
potencial em causar mutagOes tanto do tipo frameshift como por substituicdo de base no
DNA.

o Para a determinacdo das concentracdes citotoxicas da putrescina para células
HepG2, foram realizados o teste de MTT e o teste de Reducéo da resazurina. Ambos os testes
se apresentaram como boas ferramentas de analises 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 concentragdes 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 contrac6es de 10, 30 e 50 % da DLso. Por outro lado,
a inducéo de alteracdes 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 agdo sobre o material genético de
células de hepatocarcinoma humano.

o Os padrBes de expressao génica avaliados em células HepG2, demonstraram
que a putrescina é capaz de induzir danos oxidativos, uma vez que oS genes correspondentes
as enzimas antioxidantes apresentaram expressdes aumentadas de mRNAS.

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

o Foram observadas pelas analises hematoldgicas e biogquimicas, realizadas em
ratos Wistar, alteraces em diferentes parametros relacionados a essas analises. Os indices
colesterolémicos foram os mais afetados. Desta forma podemos inferir que a putrescina
provoca alteragdes nestes indices, sendo capaz de induzir perturbacfes na ligagdo entre os
carboidratos e o metabolismo de lipidios. Todas as concentragdes testadas promoveram
alteraces em um conjunto de marcadores, revelando a complexidade desta substancia ao
interagir com os 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 os resultados observados, os danos no DNA foram constantes e
acumulativos e todas as concentragdes foram genotoxicas para 56 dias de exposicéo.

o Foi observado aumento nos indices de micronucleos em eritrocitos
policroméaticos (EPCMN), apenas para a concentracdo de 46,3 mg/kg. Desta forma, podemos
inferir que esta concentracao foi a mais genotoxica 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 diaria de espermatozoides diminuiu, significativamente, nas concentracfes 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 expressdo 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 producgdo de testosterona sérica, que também diminuiu em
ambos 0s grupos.

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

Diante de tantos efeitos biologicos observados pela exposicdo de diferentes
bioindicadores a diferentes concentragOes 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 informacdes possiveis
relacionadas ao potencial toxico da putrescina, uma vez que existem poucos e limitados
estudos sobre a acdo biologica dos compostos quimicos presentes no necrochorume.
Esperamos com essas informag0es contribuir para um maior conhecimento sobre os impactos
causados pela contaminacdo proporcionada pelos cemitérios, alertando sobre os perigos que
esta contaminacao representa para o meio ambiente e para a saude pdblica. No entanto, para
avaliar corretamente 0s riscos ambientais, é necessario determinar com preciséo, 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 condi¢des ambientais.
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