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RESUMO
A problematica ambiental promovida pelo desenvolvimento da sociedade humana ¢
um dos grandes desafios do século XXI. Dentre as principais fontes antropicas de
contaminagdo ambiental, estdo os cemitérios. O principal contaminante desses
ambientes ¢ um liquido toéxico, derivado da putrefacdo cadavérica, denominado de
necrochorume. Neste liquido sdo encontrados contaminantes quimicos organicos e
inorganicos e bioldgicos, altamente detrimentais a sade humana, a biota endémica
(incluindo a vida animal) e ao ambiente adjacente. O potencial toxico do
necrochorume €, principalmente, devido as substancias organicas presentes em sua
composi¢do, como as aminas biogénicas, cadaverina (CAD) e putrescina (PUT).
Ambas, sdo naturalmente sintetizadas por praticamente todos os seres vivos em
concentracdes micromolares e apresentam fungdes essenciais nos processos de
diferenciacdo, crescimento e morte celular dos organismos. Contudo, em altas
concentragdes tém potencial citogenotoxico e até carcinogénico. Todos os compostos
gerados durante a decomposi¢do dos corpos podem contaminar o solo € os recursos
hidricos (aguas subterraneas e superficiais) podendo persistir no ambiente por tempos
variaveis, o que confere um alto potencial contaminante para o necrochorume. Por
toda essa problematica somada ao aumento no niimero de mortes pela pandemia da
COVID-19, torna-se necessario o desenvolvimento de mais estudos de ampla
abordagem dos impactos do necrochorume sobre a saide ambiental. No presente
estudo, foram consultadas bases de dados cientificos eletronicos (NCBI); publicagdes
de agéncias governamentais (por exemplo, ARPEN, Brasil); agéncias ambientais (por
exemplo, OMS, OurWorldInData.org); sites confidveis disponiveis gratuitamente (por
exemplo, CNN); e revistas cientificas relacionadas ao tema, para levantar informagdes
sobre os impactos de contaminantes de cemitérios sobre a biota e saude humana, bem
como os impactos da pandemia na geragdo desses contaminantes. Foram
desenvolvidos ainda estudos do potencial toxico de associagdes das duas aminas
biogénicas (CAD e PUT) presentes no principal contaminante de cemitérios
(necrochorume), para melhor avaliar o modo de acdo conjunta dessas substancias.
Linhagens celulares de anfibio e de seres humanos foram expostas a diferentes
associagdes dessas aminas, para avaliagdo da citogenotoxicidade e do potencial
mutagénico (ensaios da resazurina, cometa e micronucleo) das mesmas. Foi também
avaliado, com as mesmas linhagens celulares, o perfil do ciclo celular, por citometria

de fluxo, e o indicativo de morte das células, pela fragmentacio do DNA da



associagao de CAD e PUT. A linhagem HepG2/C3A ainda foi submetida aos ensaios
de avaliagdo da expressdo génica, para os genes relacionados a via de estresse
oxidativo (CAT, SOD1A1, GSTM4, GSR), metabolismo de xenobiontes (CYP1ALI),
reparo do DNA (ERCC e CHECK1), morte celular (p53 e c-MyC) e apoptose (caspase
3 e capsase 9) (dados adicionais). Os resultados obtidos com a linhagem celular
Speedy indicaram citotoxicidade para as associacdes de maiores concentragdes de
CAD (20 e 10%) e PUT (10 e 0,1%), igualmente para as associagdes com 20% de
CAD e com 10% de PUT, independente da concentragdo da bioamina associada. Em
baixas concentragdes, as aminas testadas induziram efeito aneugénico sobre as células
Speedy, quando em exposi¢cdo por 24 h. J& para as exposi¢des celulares de 48h, a
concentracdo mais alta das aminas (CAD 20% e PUT 10%) induziu fragmentacdo do
DNA e parada do ciclo celular na fase S. Assim, os efeitos toxicos, para a linhagem
celular Speedy, foi tempo dependente da exposicdo. Em relacdo a linhagem celular
HepG2/C3A, as associagdes de CAD e PUT no tempo de 24 h de exposicdo indicaram
genotoxicidade e indicativo de potencial mutagénico por efeitos de origem aneugénica
e clastogénica para todas as concentracdes testadas CAD (20 e 30%), associada a PUT
(10 e 30%) e ainda nessas mesmas concentracdes foi observado uma diminui¢do na
expressao dos genes CHECK1,CAT, GSTM4, GSR, CYPI1A, p53, c-MyC, caspase 3 e
capsase 9 e aumento da expressdo dos genes ERCC1 para CAD (20 e 30%) associada
a PUT (10%) e SODIA para CAD (20%) e PUT (30%). Anélises em citometro de
fluxo indicaram fragmentagao no DNA no tempo de 24h e 48h de exposicdo para a
concentracdo de CAD (30%) e PUT (70%). Essas informagdes comprovam 0s perigos
das aminas presentes no necrochorume, tanto a saude como ao ambiente, portanto
alertam sobre os impactos negativos das contaminagdes de areas cemiteriais. Os
ensaios com as cé¢lulas Speedy e HepG2/C3A mostraram que as aminas biogé€nicas
aqui avaliadas sdo potencialmente genotdxicas e com potencial mutagénico para
diferentes vertebrados, indicando que podem desencadear problemas a saude de
trabalhadores, visitantes, da populagdao e de todo ecossistema que vive no entorno de

cemitérios.

Palavras-chave: citogenotoxicidade; citometria de fluxo; expressdo gé€nica; impactos

ambientais da COVID-19; linhagem HepG2/C3A; linhagem Speedy; necrochorume.



ABSTRACT
The environmental crisis caused by the societal developments of humans is one of the
great challenges of the 21st century. Cemeteries are one of the main anthropogenic
sources of environmental contamination. The main contaminant from cemeteries is a
toxic liquid derived from cadaveric putrefaction called cemetery leachate. This liquid
contains organic and inorganic chemical contaminants which are highly detrimental to
human health, to endemic biota (including animal life), and to the adjacent
environment. The toxic potential of cemetery leachate is mainly due to the organic
substances present in its composition, such as the biogenic amines cadaverine (CAD)
and putrescine (PUT). Both substances are naturally synthesized by almost all living
beings in micromolar concentrations and they are essential to the processes of
differentiation, growth, and cell death of organisms. However, in high concentrations,
they can be their cytogenotoxic and even carcinogenic potential. All of the compounds
generated during the decomposition of the bodies can contaminate the soil and water
resources (ground and surface water), can persist in the environment for varying
lengths of time o que confere um alto potencial contaminante para o necrochorume.
Because these serious problems add ao increase in the number of deaths from the
COVID-19, became necessary to develop more studies with broader scopes on the
impacts of cemetery leachate on environmental health. The present study consulted
electronic scientific databases (NCBI); publications from government agencies (e.g.
ARPEN, Brazil); environmental agencies (e.g. WHO, OurWorldInData.org); freely
available trusted websites (e.g. CNN); and scientific journals related to the topic in
order to gather information on the impacts of contaminants from cemeteries on biota
and human health, as well as the impacts of the pandemic on the generation of these
contaminants. Studies on the toxic potential of associations of the two biogenic amines
(CAD and PUT) present in the main contaminant of cemeteries (cemetery leachate)
were also carried out, in order to better evaluate the joint mode of action of these
substances. Amphibian and human cell lines were exposed to different associations of
these amines, in order to evaluate their cytogenotoxicity and mutagenic potential
(resazurin, comet, and micronucleus assays). The cell cycle profile was evaluated
using flow cytometry, and the indication of cell death was also evaluated using the
fragmentation of the association DNA of CAD and PUT on the same cell lines. The
HepG2/C3A lineage was submitted to gene expression evaluation assays on genes

related to the oxidative stress pathway (CAT, SOD1A1, GSTM4, GSR), xenobiont



metabolism (CYP1A1), DNA repair (ERCC and CHECKI), cell death (p53 and c-
MyC) and apoptosis (caspase 3 and capsase 9) (additional data). The results obtained
with Speedy cell lineage indicated cytotoxicity for the associations with the highest
concentrations of CAD (20 and 10%) and PUT (10 and 0.1%), equally for the
associations with 20% of CAD and with 10% of PUT, regardless of the concentration
of the associated bioamine. At low concentrations, the tested amines induced an
aneugenic effect on Speedy cells when exposed for 24 h. For cell exposures of 48h, the
highest concentration of amines (CAD 20% and PUT 10%) induced DNA
fragmentation and cell cycle arrest in S phase. Thus, the toxic effects for the Speedy
cell line were time exposure dependent. In relation to the HepG2/C3A cell line, at 24 h
of exposure, the associations of CAD and PUT indicated genotoxicity with an
indication of mutagenic potential may be of both aneugenic and clastogenic origin, for
all concentrations tested CAD (20 and 30%), associated PUT (10 and 30%). And even
at these same concentrations, a decrease in the expression of the genes CHECK1,CAT,
GSTM4, GSR, CYPIA, p53, c-MyC, caspase 3 and capsase 9 was observed and an
increase in the expression of the ERCC1, for CAD (20 and 30%) associated with to
PUT (10%), and SODIA genes, for CAD (20%) and PUT (30%). Flow cytometer
analysis indicated DNA fragmentation at 24h and 48h exposure time for the
concentration of CAD (30%) and PUT (70%). This study provides information that
proves the dangers of the amines present in cemetery leachate, both to health and to
the environment, therefore sounding an alert about the negative impacts of the
contamination of cemetery areas. The study also shows that molecular assays, such as
gene expression, undertaken using the, may help to better understand the effects of the
biogenic amines in cemetery leachate. Assays with Speedy HepG2/C3A cell lines
showed that the biogenic amines evaluated here are potentially genotoxic and have
mutagenic potential for humans, indicating that they can trigger health problems for

workers, visitors, the population and de todo ecossistema living around cemeteries.

Keywords: cemetery leachate; cytogenotoxicity; environmental impacts of COVID-

19; flow cytometry; gene expression; lineage HepG2/C3A; Speedy lineage.
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1. INTRODUCAO GERAL

Dentre as fontes de poluicdo ambiental, as decorrentes de atividades antrdpicas
sd0 as que mais se destacam. As fontes antropicas de contaminacdo ambiental estdo
associadas as atividades agricolas, industriais e urbanas, sendo que nessas ultimas
estao incluidos os contaminantes de ambientes cemiteriais (JONKER; OLIVIER, 2012
e GONCALVES et al., 2021). Os cemitérios, por serem ambientes receptores de
cadaveres com diferentes causa mortis, sdo fontes potenciais de contaminacdo
(MIGLIORINI, 1994; GONCALVES et al., 2021), portanto, podem representar riscos
tanto a saide humana como ao ecossistema do seu entorno (MIGLIORINI, 1994;
UCISIK; RUSHBROOK, 1998; NECKEL et al., 2017).

Os contaminantes das areas cemiteriais sdo de caracteristica bioldgica, como
bactérias e virus, e quimicas. Ambos os tipos de contaminac¢ao decorrente do proprio
processo de decomposi¢do cadavérica. Somado a esses contaminantes, t€ém ainda os
compostos derivados de objetos usados para o sepultamento (urnas, vestimentas,
substancias preservantes, cosméticos, dentre outros), que caracterizam a poluicao
complexa desses ambientes.

Os compostos liberados durante a putrefacdo dos corpos formam um residuo
liquido, denominado de necrochorume, considerado o contaminante mais importante,
de maior complexidade e mais abundante dessas areas (COSTA SILVA; FILHO,
2008; GONCALVES et al., 2021). Devido a sua caracteristica liquida, o
necrochorume pode infiltrar-se no solo e os contaminantes podem ser transferidos para
outros compartimentos ambientais, como as aguas subterraneas e superficiais. Dentre
os compostos toxicos do necrochorume, estdo as aminas biogénicas derivadas da
decomposic¢ao das proteinas, como a cadaverina (CAD) e a putrescina (PUT).

As aminas CAD e PUT, por apresentarem sitios nucleofilicos que permitem a
conexdao com dacidos nucleicos, lipideos e proteinas, participam, quando em
quantidades micromolares, de processos metabolicos essenciais das células
(BACHRACH, 2004; GIROTO et al., 2010; LUENGO; OLIVEIRA, 2020). Portanto,
em quantidades acima das fisiologicas, essas aminas causam desestabilizacao dessas
macromoléculas, ativam processos catabolicos geradores de eventos de estresse
oxidativo e de danos no DNA, alteracdes que podem estar associadas a
carcinogenicidade e at¢é mesmo morte celular (THOMAS; THOMAS 2001; PEGG
2013; ALZOGHAIBI, 2013; BEKEBREDE et al., 2020).
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A contaminagao de cemitérios tornou-se ainda mais preocupante com o aumento
no numero de mortes no mundo, decorrente da pandemia do SARS-CoV2
(GONCALVES et al., 2021). A decomposi¢ao desses corpos sepultados proporcionou
um aporte maior de necrochorume para o meio ambiente, comprometendo ainda mais
as redes edaficas e hidricas do entorno das necropolis, além de causar impactos
consideraveis a saude humana (FINEGAN et al., 2020, ROSER et al., 2021 ¢ ARPEN,
2021). Portanto, a importancia de seguir rigorosamente os protocolos pré-
estabelecidos e procedimentos para o sepultamento de corpos contaminados com
COVID-19, bem como avaliar as condi¢cdes de infraestrutura dos ambientes de
cemitérios tornaram-se preocupacdes essenciais (OMS, 2020a e GONCALVES et al.,
2021). Contudo, ainda existe uma grande necessidade de desenvolvimento de
pesquisas que tragam mais informagdes sobre o potencial poluidor de cemitérios, uma
vez que esse tema ainda € pouco abordado.

Atualmente, alguns autores tém alertado sobre os tipos de contaminantes gerados
em cemitérios, bem como as melhores estruturas que podem minimizar os impactos
desses contaminantes para o meio ambiente e para a saude humana (NECKEL et al.,
2017; 2020; LEMMEL et al., 2019; HONSCHA et al., 2021 ¢ GONCALVES et al.,
2021). Dessa maneira, o desenvolvimento de ensaios que permitam avaliar a
toxicidade de determinados compostos quimicos presentes no necrochorume, podera
elucidar o real potencial poluidor dos cemitérios. Assim, o presente estudo visou
avaliar os efeitos biologicos de associagdes das aminas biogé€nicas CAD e PUT, visto
que essas aminas sdo geradas, continuamente € concomitantemente, no processo de
decomposicdo cadavérica (DENT et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2012). Para tanto,
foram desenvolvidos ensaios de citogenotoxicidade, de potencial mutagénico e
analises moleculares com linhagens celulares (anfibio e humana) expostas a
associacdes dessas aminas, para estimar o potencial poluidor dessas substancias. Esses
bioindicadores foram selecionados por serem modelos importantes para as avaliagdes
pretendidas (impactos ambientais e a saidde humana) e por representarem alternativas
¢ticas para substituir/Replacement, reduzir/Reduction e refinar/Refinement - (3Rs) o
uso de animais em experimentacdes cientificas (ARAUJO et al., 2014 e QUADROS et
al., 2020 e VICHARE et al., 2021).

A importancia deste estudo esta na geragdo de informagdes sobre os impactos
que dois importantes contaminantes altamente toxicos do necrochrorume, as aminas

biogénicas CAD e PUT, possam desencadear em bioindicadores que representam o

22



\

meio bioldgico e a sensibilidade humana. Por trazer informagdes que atestam o
potencial poluidor das aminas biogénicas presentes no necrochorume, este estudo
induz a reflexdo da importdncia de monitoramento constante nesses ambientes, com

vistas a minimizar seus impactos sobre a satide humana e a todo ecossistema.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Historico de cemitérios

A palavra cemitério, originada do grego, Koumeterian, e do latim, Coemeteriun,
significa dormitdrio, lugar onde se dorme recinto onde se enterram ou se guardam os
mortos. O cemitério tem como sinénimos as palavras necropolis, carneiro, sepulcrario,
campo-santo, cidade dos pés juntos e a ultima moradia (CAMPOS, 2007 e
KEMERICH et al., 2014).

As praticas funebres, rituais e a tentativa de preservar cadaveres vieram com o
aparecimento da civilizagdo humana (OLIVEIRA et al., 2012). H4 registros de que a
100.000 a.C. ja era comum que os corpos fossem sepultados no solo, em interiores de
grutas. O surgimento dos cemitérios com sepulturas agregadas surgiram a 10.000 a.C.
Na Idade Média, os nobres eram enterrados dentro das Igrejas e os pobres nos
arredores dos limites paroquiais (SILVA; MALAGUTTI, 2008, PACHECO, 2012).

Em decorréncia dessa pratica, o entorno das igrejas apresentava fortes odores,
gerados pelo processo de decomposigao cadavérica. Existem evidéncias de que pogos
de captacdo de agua, localizados proximos as igrejas, tiveram a qualidade das suas
aguas comprometidas e associadas a disseminagao de doencas, como tifo e peste negra
(SILVA; MALAGUTTI, 2008). Como solucdo a esses problemas gerados, os
cemitérios, de maneira geral, passaram a ser construidos afastados das zonas
residenciais, mas com o crescimento urbano, as cidades acabaram se aproximando
novamente desses ambientes (SILVA; MALAGUTTI, 2008; PACHECO, 2012;
NECKEL et al., 2017 e GONCALVES et al., 2021).

Um aspecto importante gerado em muitos paises foi a falta de disponibilidade de
espagco em cemitérios (CABIROL et al., 1998; DURAES et al., 2010), o que foi
parcialmente resolvido pela reutilizacdo de sepulturas, apés um periodo minimo de
inumacdo. No entanto, o acumulo de cadaveres em um espaco limitado contribuiu e
ainda contribui para a concentracdo elevada de poluentes ambientais, representando
também riscos a saude da populagcdo, principalmente devido ao acumulo dos
contaminantes gerados durante a decomposi¢do cadavérica (NECKEL et al., 2021 e
GONCALVES et al.,, 2021). Por toda essa contaminacdo descrita, os cemitérios
representam sérias ameagas a integridade ambiental, sendo considerada uma das
principais fontes antropogénicas de contaminagdo de areas urbanas (SILVA, 2011,

ZYCHOWSKI; BRYNDAL, 2015; NECKEL, 2017 e GONCALVES et al, 2021).
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2.2. Tipos de cemitérios

A destinagdo dos cadaveres pode ser feita em diferentes tipos de cemitérios,
dentre os quais destacam-se os verticais e os horizontais, sendo que esses ultimos pode
ser do tradicional, que s3o os mais comumente instalados, € os do tipo parque ou
jardim (CAMPOS, 2007; KEMERICH et al., 2014) .

Ambos os tipos de necropoles (verticais ou horizontais) apresentam
caracteristicas especificas, vantagens e desvantagens. Em relagdo aos cemitérios
verticais, estes sdo caracterizados por constituirem prédios de dois ou mais
pavimentos, dispostos com gavetas ou compartimentos para receber as urnas. Os
corpos sao sepultados sem contato com o solo e ficam sobrepostos, o que confere uma
maior facilidade para a manutencdo e tratamento dos residuos comuns desses
ambientes. Esse tipo de sepultamento ainda aumenta a propria capacidade de alocar
corpos, nao necessitando expandir horizontalmente (NECKEL et al., 2017) (Figura 1).
Neste sistema, existe ainda a possibilidade de inativacdo dos gases gerados pelo
processo de decomposi¢do cadavérica, bem como de vedagdo, que impede o
extravasamento dos compostos gerados para o ambiente e, consequentemente, para a
exposicao dos funcionarios e visitantes (OLIVEIRA et al.,, 2013). Porém, para
alcancar as vantagens citadas, ha a necessidade de monitoramento na construgdo do
cemitério, para assegurar a obten¢do de uma infraestrutura correta, e manutencao

constante da qualidade e da eficiéncia do sistema adotado (PACHECO, 1993).

Figura 1: Cemitério Campo da Paz Celestial de Sao Vicente-SP (vertical).

\ \\ ™~
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Disponivel em:

https://cemiteriocampodapaz.com.br/post/eternidade-com-

dignidade-e-sem-agredir-o-meio-ambiente.
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Os cemitérios horizontais, os do tipo tradicional, sdo caracterizados pela
presenca de timulos semienterrados, mausoléus, capelas revestidas de marmores,
granitos, ceramica ou cimento, dispostos em ruas ou alamedas (pavimentadas ou ndo),
com pouco ou nenhuma arborizagdo (CAMPOS, 2007). Os cadaveres sdo alocados
dentro de caixdes e enterrados diretamente no solo ou em gavetas subterraneas com
pouca ou nenhuma vedacao (PACHECO, 2012) (Figura 2). Esses cemitérios, embora
tenham vantagem na disposicao facilitada dos corpos, apresentam mais desvantagens
que os cemitérios verticais. Nos cemitérios tradicionais, os residuos da decomposicao
sdo expostos diretamente no solo, portanto com grande possibilidade de atingir os
corpos hidricos adjacentes. Essas estruturas, além de promoverem contaminacao de
diferentes compartimentos ambientais (edafica e hidrica), contaminam grandes
extensdes de terra, pois necessitam de maiores espagos para o sepultamento dos
corpos, comparadas com os cemitérios verticais (UCISIK; RUSHBROOK, 1998;
NECKEL et al., 2017).

Figura 2: Cemitério da Saudade de Campinas-SP (horizontal tradicional)

Disponivel - 4 em:
https://www.acidadeon.com/campinas/NOT,0,0,1309636,confira
+os+falecimentos+desta+segunda+feiratem+campinas.aspx

Os cemitérios horizontais, do tipo parque/jardins sdo muito semelhantes aos
tradicionais, com exce¢do de serem recobertos com vegetagdo rasteira e arborea, sem
construgdo de tamulos exuberantes (somente com identificagcdes por lapides de
pequenas dimensdes dispostas ao nivel do chdo). E um tipo de necrépole cada vez
mais utilizada nas cidades, por serem visualmente mais condizentes para ambientes
urbanos, caracterizando uma vantagem, em relacdo aos cemitérios tradicionais (Figura

3). Contudo, ainda trazem as mesmas desvantagens dos tradicionais, quando a
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contaminagdo ambiental, pois os residuos gerados também ndo passam por

tratamentos (CAMPOS, 2007).

Figura 3: Cemitério Memorial Campos Eliseos Ribeirdo Preto — SP (Horizontal
Parque).

Disponivel em: https://www.coroadeflores.net/coroa-de-
flores-cemiterio-memorial-campos-eliseos-ribeirao-preto-sp/

De acordo com a Resolugado CONAMA n° 335/2003 (BRASIL, 2003), que trata
de critérios para implantagdo de cemitérios, os ambientes cemiteriais sao considerados
fontes urbanas de contaminacdo ambiental. A Resolu¢ao 335/2003 foi alterada em
2006 (Resolugao CONAMA n° 368/06) e em 2008 (Resolugado CONAMA n° 402/08),
quanto as exigéncias especificas para cemitérios horizontais, como o estabelecimento
de distanciamento minimo entre o nivel inferior da sepultura e o lengol freatico;
localiza¢do na area urbana e caracterizacdo do subsolo dos cemitérios; e critérios
especificos para cemitérios instalados proximos a mananciais usados para

abastecimento publico.

Independente do tipo de cemitério adotado, a decomposicao dos corpos sempre €
passivel de contaminar o ambiente e, consequentemente, causar riscos a saude,
principalmente, da populacao do entorno das necropoles, bem como aos ecossistemas
associados (OLIVEIRA et al., 2013).

O necrochorume ¢ um liquido liberado durante o processo de decomposi¢ao
cadavérica, em quantidades equivalentes a 0,60 L/kg do caddver. Desta forma, um
cadaver com cerca de 70 kg produzira, em média, de 30 a 45 litros de necrochorume

(CAMPOS, 2007 e PACHECO, 2012). O processo de producao e liberacdo do
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necrochorume ¢ intermitente, mas ¢ mais significativa durante os primeiros 5 a 8
meses do sepultamento.

Esse liquido, de densidade superior a da agua, apresenta boa dispersdo e
mobilidade no ambiente, o que possibilita o seu facil transporte através dos
compartimentos ambientais, como solo e aguas superficiais e subterraneas, por isso
considerado um dos principais contaminantes de areas de cemitérios (UCISIK;
RUSHBROOK, 1998).

O necrochorume ¢ composto por 60% de dgua, 30% de sais minerais e 10% de
substancias organicas, muito delas potencialmente tdxicas para os seres vivos. A
toxicidade desse liquido se deve aos altos teores de fosforo e nitrogénio (RAMANO,
2001) e a presenca de metais pesados e aminas bioativas, como a CAD (CsH;4N;) e a
PUT (C4H14N>), que podem gerar ions de amonia quando degradadas (DENT et al.,
2004; FINEZA, 2008; OLIVEIRA, et al. 2012 ¢ GONCALVES et al., 2022). O
necrochorume pode possuir ainda microrganismos patogé€nicos na sua constituicao

(FEITOSA; FILHO, 1997; CASTRO, 2008; MACEDO, 2004).

2.3. Aminas Biogénicas — Biossintese de Cadaverina e Putrescina

Aminas biogénicasou também aminas bioativas sdo compostos de bases
organicas nitrogenadas que em concentragcdes micromolares estdo presentes nos
processos metabolicos normais dos seres vivos, exercendo diferentes fungdes
fisiologicas (GIROTO et al., 2010; LUENGO; OLIVEIRA, 2020).

As aminas CAD e PUT, presentes no necrochorume, sdo classificadas de
acordo com a estrutura quimica, em compostos alifaticos e pelo grupo amina, como
diaminas (histamina, triptamina, putrescina e¢ cadaverina) e poliaminas (agmatina,
putrescina, espermidina e espermina) (CASERO; MARTON, 2007; LARQUE et al.,
2007).

A CAD ¢ uma diamina alifatica, que participa de diversos processos bioldgicos
envolvidos com o crescimento e desenvolvimento de vegetais e animais (BAGNI;
TASSONI, 2001); atua na sinalizagdao celular, em resposta ao estresse ¢ ainda em
plantas, na defesa contra insetos (JANCEWICZ et al., 2016); e ¢ um importante
marcador de estresse acido para Escherichia coli (HANEBURGER et al., 2012).
Contudo, em concentragdes superiores aos fisioldgicos, essas aminas sdo biotdxicas
(STRATTON et al., 1991), podendo estar relacionados nos seres humanos com o

aparecimento de doencas, incluindo o cancer, diabetes, artrite e fibrose cistica (TETI
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et al., 2002; GERNER; MEYSKENS, 2004). Outro efeito importante desta diamina ¢ a
intensificacdo da toxicidade de outras aminas como, por exemplo, a histamina (CHU;
BJELDANES, 1981; HUI; TAYLOR, 1985). Em plantas, a concentragdo celular dessa
amina esta associada a fatores ambientais ou a exposi¢do quimica de origem exogena.
CAD também pode induzir alteracdes morfologicas em diferentes modelos de estudo,
como na raiz de Arabidopsis thaliana, no nucleo de células meristematicas de Allium
cepa, no nucleo de linhagens celulares de fibroblasto de anfibio (Speedy) e de
hepatoma humano (HepG2/C3A) (LIU et al., 2014; STROHM et al., 2015; HARA,
2016 e GIGECK, 2018).

A sintese de cadaverina (1,5-diaminopentano) [Hs;N (CH,)5SNH3] se da por uma
via exclusiva e independente de descarboxilacdo do aminoécido lisina intracelular,
pela enzima lisina descarboxilase (CadA), amplamente distribuida em organismos
eucariotos e procariotos (HAWEL, et al., 1994; BAGNI; TASSONI, 2001; LIU et al.,
2020) (Figura 4).

Figura 4: Formacao da cadaverina a partir da descarboxilacao da lisina pela
enzima lisina descarboxilase.

Lisina Cadaverina
(0]
HoN —> HN NH, + CO2
OH 2 \/\/\/ h +CO
NH,

Disponivel em: https://digichem.org/2011/08/page/2/

A lisina descarboxilase converte entdo o amino acido lisina em cadaverina.

A cadaverina presente no necrochorume estd associada ao grande aumento
populacional de bactérias. A morte dos tecidos gera um ambiente andxico que, somado
a temperatura entre 20 e 37 °C ¢ propicio para o crescimento de bactérias putrefativas,
principalmente as gram negativas que, por conterem descarboxilase, se alimentam de
proteinas, carboidratos e gorduras do cadaver (MAIJALA et al., 1993 e BIJI et al.,
2016). A CAD tem uma biossintese comum e independente em todos os organismos, a
partir da lisina. Contudo a sintese da CAD também pode se dar como subproduto da

sintese de metionina, pela via do aspartato (TOMAR et al., 2013).
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Diferentemente da formacdao da cadaverina, a putrescina [NH, (CH,) 4NH;],
outra amina presente em células dos mamiferos, ¢ sintetizada a partir do aminoéacido
arginina, em duas vias distintas. Na primeira via, que ¢ a mais comum, a arginina ¢
convertida em L-ornitina, pela arginase e a L-ornitina em putrescina, pela ornitina
descarboxilase. Na outra via, a arginina ¢ convertida em agmatina, pela arginina
descarboxilase. A agmatina pode ser convertida diretamente em putrescina, pela
agmatinase ou pode se converter primeiro em N-carbamol putrescina, pela agmatina
iminohidrolase, seguida da conversdo da N-carbamol putrescina em putrescina, pela
N-carbamol iminohidrolase (ARENA; MANCA de NADRA, 2001; PEGG, 2009;
LADERO, 2010; CAMPOS-PEREIRA, 2017; BEKEBREDE; KEIJER; GERRITS et
al., 2020) (Figura 5).

Figura 5: Formacao da putrescina, a partir da descarboxilagdo da L-arginina e
da L-ornitina, pela enzima correspondentes.

Arginase
i L-Arginina E » 1 L-Ornitina |
Arginiqa HZO ureia
descarboxilase
CO2 Ornitina
_____________ descarboxilase
| Agmatina !
Agmatina
iminohidrolase CO2
NH,
- Agmatinase
: N_ : ™ N
:_ _carbamol ﬁ Putrescina
N-carbamol CO2
putrescina NH +

Fonte: Adaptado de Campos-Pereira (2017).

Todo o processo de biossintese de CAD e PUT sao fortemente regulados por
mecanismos especializados de transcricdo, tradu¢do e degradagdo de proteinas
presentes nas vias de sintese, conferindo a manutencao dos niveis intracelulares dessas

aminas. Esses mecanismos sao altamente conservados em todos os organismos vivos ¢
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demonstram que a regulagao dos niveis destas moléculas € critica para a sobrevivéncia
celular. Todo esse metabolismo de manuten¢do dos niveis fisiologicos destas aminas ¢
indicativo de que concentragdes elevadas dessas aminas podem ser consideradas

toxicas para as células (MILLER-FLEMING et al., 2015; GONCALVES et al., 2021).

2.4. Bioindicadores in vitro

A qualidade do meio ambiente pode ser sinalizada por um conjunto de ensaios
realizados com bioindicadores adequados, que permitem estimar impactos derivados
da agdo de diferentes tipos de poluentes (ASIF; MALIK; CHAUDHRY, 2017). As
avaliacdes podem ser feitas tanto por testes in vivo, quanto in vitro. Os ensaios in vitro
apresentam vantagens em relagdo aos in vivo, por respeitarem os principios éticos de
ndo utilizagdo de modelos animais em pesquisas cientificas (3R) e apresentarem a
mesma qualidade dos resultados de testes in vivo. A utilizacdo de bioindicadores in
vitro ou ex vivo, como os realizados com culturas de células e organoides, e linhagens
de células imortalizadas, sdo acreditadas pela comunidade cientifica por fornecerem
informacdes consistentes sobre processos bioldgicos intra, intercelulares e
histolégicos. Além disso, o principio 3Rs oferece ainda altos padrdes de bem-estar
animal, rapidez na obteng¢do de resultados e vantagens econdmicas, por serem de baixo

custo (SNEDDON; HALSEY; BURY, 2017; CLARK, 2018).

2.4.1. Cultura de Células

Ensaios in vitro, realizados com sistemas de cultivo celulares, t€ém sido
amplamente utilizados em diversas areas do conhecimento, como a virologia,
oncologia, farmacologia e toxicologia, sendo importantes ferramentas para avaliagdes
de efeitos de diferentes agentes sobre sistemas de vertebrados. Estudos realizados com
esse modelo, além de permitirem a compreensdo dos mecanismos celulares sem
esbarrar em questdes éticas de pesquisa, como os ensaios realizados com organismos
vivos, minimizam o0s custos operacionais ¢ de infraestrutura (LELAND;
GINOCCHIO, 2007). Além disso, com os avancos biotecnologicos e de
bioinformatica, foi possivel expandir ainda mais o uso e as aplicagdes das culturas
celulares (LEWINSKA et al., 2007 ¢ LI et al., 2010).

Por defini¢do, a cultura celular primaria ¢ obtida de células de um tecido ou
orgdo, que sdo cultivadas diretamente em meio de cultura adequado. Essas células

mantém a caracteristica do tecido original, por um determinado periodo tempo, mas,
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em geral, morrem apos certo numero de divisdo celular. J& as linhagens celulares
continuas, ou permanentes, embora derivem de subculturas de células primarias, sdo
sistemas cujas células sofreram imortalizagdo, ou seja, sdo capazes de se multiplicar
indefinidamente, em meio de cultura especifico. Quando esses dois sistemas sao
comparados entre si, os resultados obtidos com as células de linhagens permanentes
tendem a apresentar menor variagdo, maior reprodutibilidade e fidelidade dos
resultados (FRESHNEY, 2006).

Linhagens celulares cultivadas em sistemas bidimensionais ou de monocamadas
de células, também chamadas de cultura 2D, sdo amplamente utilizadas para
caracterizar fenotipos celulares (ZOLI et al., 2001), o que possibilita a investigacao
dos mecanismos de comportamento celular. Dessa maneira, na toxicologia, ¢ possivel
avaliar os efeitos de uma dada substancia sobre 6rgaos considerados alvos (ZUCCO et
al., 2004), bem como estimar se um xenobionte tem a¢ao direta ou indireta sobre o
DNA (TAKAHASHI, 2003).

As vantagens do uso de linhagens celulares permanentes, citadas por diferentes
autores, vao desde a boa reprodutividade, rapidez de aplicagdo, alta sensibilidade,
facilidade de padronizagdo, manipulacao e controle das condigdes experimentais, até a
obten¢do de resultados confidveis em curto periodo de tempo (BRUSICK, 1987;
CARVALHO, 1996; ROGERO et al., 2003; ZUCCO et al, 2004; LEWINSKA et al.,
2007). Contudo, ¢ importante destacar que as condigdes de manutencao das células sao
cruciais para obten¢ao de resultados de exceléncia, condigdes essas que nao mudaram
desde meados do século 20, quando se iniciaram os estudos com sistemas celulares in

vitro (ABBAS, et al.,2021).

2.4.2. Historico do estabelecimento da cultura celular

No principio, como as culturas celulares eram obtidas de tecido alvo, foram
nomeadas de cultura celular primaria. As primeiras linhagens celulares estabelecidas
como sistemas in vitro (meados no século 20) foram de embrides de galinha (ABBAS
et al, 2021). Posteriormente, novas descobertas foram sendo agregadas para melhorar
as condicdes do cultivo, manter a célula vidvel por mais tempo e ter a maior
preservagao possivel das caracteristicas do tecido de origem.

Ross Harrison et al. (1907) destacaram em seus estudos a importancia da
assepsia para manutengao celular. Carrel e Burrows (1910; 1912) estabeleceram a base

da cultura de tecidos, assim nomeado por eles, como metodologia que permite estudar
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aspectos da biologia celular. Nesses estudos realizados ao longo de décadas, uma
ampla variedade de tecidos de cdes e de gatos adultos foi mantida in vitro por muitos
dias. As descri¢cdes de crescimento tecidual sugerem que fibroblastos e/ou células
epiteliais, quando submetidas sob condigdes pré-estabelecidas, se mantiveram por,
aproximadamente, dois meses (AMBROSE et al., 2017).

Novas pesquisas foram sendo realizadas posteriormente e associadas aos
importantes achados sobre manutencdo de cultura de tecido in vitro. Rous e Jones
(1916) cultivaram tipos especificos de células de tecidos normais e cancerosos de ratos
e galinhas. Com isso, deram origem a cultura de cé¢lulas de vertebrados. Somente em
meados de 1940, Earle estabeleceu a primeira linha celular continua de mamifero,
nomeada de células L, derivadas de tecido conjuntivo de camundongos adultos
(JEDRZEJCZAK-SILICKA, 2017). George Gey (1952) estabeleceu a primeira
linhagem imortal de células humanas, células HeLa, obtidas de um tumor da paciente
Henrietta Lacks (do Hospital Johns Hopkins). Aguia (1955) descreveu as necessidades
nutricionais minimas das células HelLa e de fibroblastos de camundongo para se
manterem em cultura, e usou essas informagdes para determinar o 'meio minimo'
essencial (MEM) para células de mamifero in vitro, meio este posteriormente
modificado por Dulbecco e Freeman (1959) (DMEM) (SWAIN et al., 2014).

Segundo Abbas et al. (2021), o meio DMEM esta disponivel em uma variedade
de formulagdes, nas quais as concentracdes de constituintes-chave como glicose,
piruvato, L-glutamina e L-cistina variam, consideravelmente, a depender da linhagem
celular utilizada. Além disso, DMEM suplementado com soro fetal bovino tornou-se
protocolo padrdo, junto a troca de meios a cada dois ou mais dias, para estimular o
crescimento replicativo.

A imortalizacdo da linhagem celular HelLa teve como base os pardmetros de
assepsia, meios especificos, presenga de O, a fim de evitar a hipoxia das células
cultivadas ex vivo (BASSET; HeRMANN, 1961), e da habilidade de congelar e
reviver as células de mamiferos. Esses processos conferem tolerancia ao
congelamento/descongelamento com a utilizagdo de uma solugdo crioprotetora, como
o glicerol, e mais tarde com a utilizacdo do dimetilsulféxido (DMSO) em vapor de
nitrogénio liquido (LOVELOCK; BISHOP, 1959). A partir dessas descobertas, o uso
como ferramenta central da cultura de células de mamiferos se expandiu em todo o

mundo. Linhagens celulares sao distribuidas internacionalmente € um numero
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crescente delas foi estabelecido ao longo dos anos que se seguiram as importantes

descobertas de manutengao e cultivo (ABBAS et al., 2021).

2.4.3. Linhagem celular de fibroblasto de anfibio Xenopus tropicalis (Speedy)

Xenopus tropicalis ¢ um importante anfibio diploide (2n = 20 cromossomos)
para estudos genéticos, biologicos e biomédicos (BOWES et al., 2008 ¢ ZHU, et al.,
2019). Xenopus tem sido um bioindicador amplamente utilizado para investigar
alteracdes nos eventos celulares, como na replicagdo cromossdmica, na cromatina € no
controle do ciclo celular, além de estudos realizados para avaliar o préprio
desenvolvimento da espécie (HIRSCH et al., 2002; SHI et al., 2017; BERG et al.,
2019).

O sequenciamento do genoma de X. tropicalis exibiu trechos de colinearidade
génica com humanos. De 20.000 a 21.000 genes codificadores de proteinas do genoma
de X. tropicalis, 79% sdo ortdlogos de doencas humanas identificadas e 60% de todos
os modelos de genes podem ser diretamente associados a um ortélogo humano
(HELLSTEN et al., 2010). O genoma exibe sintonia substancialmente compartilhada
com humanos na maior parte dos cromossomos grandes, quebrados por fusdes e
fissdes cromossdmicas especificas da linhagem.

A linhagem celular Speedy apresenta um cariotipo geneticamente estavel (2n =
20/21), com 10 pares de cromossomos da espécie de origem (X. tropicalis). A maioria
das células Speedy (63%) apresentou 2n = 20, mas, uma segunda populagdo celular
dessa linhagem exibiu 2n = 21 cromossomos, tendo um cromossomo adicional no par
10 (trissomia do cromossomo 10, 2n =21) (KHOKHA et al., 2009). As células Speedy
se caracterizam como a primeira linhagem de X. tropicalis, obtida de cultura de células
primarias de membros posteriores de girinos, denominada 91.1.F1. (SINZELLE et al.,
2011). Nesse estudo, relatou-se pela primeira vez, o uso da linhagem celular Speedy,

como modelo de estudos em ecotoxicologia.

2.4.4. Linhagem celular de hepatocarcinoma humano (HepG2/C3A)

Ensaios com culturas de células de mamiferos sao amplamente aplicados em
avaliagdes dos potenciais citotdoxicos, genotdéxico e mutagénico de poluentes
ambientais (MAZZEO et al.,, 2010). As linhagens celulares de hepatédcito sdo

frequentemente utilizadas em avaliacdes da toxicidade de produtos quimicos, por
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estarem envolvidas, principalmente, com a metabolizacdo de xenobiontes (GOMEZ-
LECHON et al., 2004).

A linhagem celular HepG2/C3A ¢ considerada um bom modelo de avaliagdo in
vitro, por serem células derivadas de figado, portanto com enzimas de metabolizagao
de fase I e II, comuns em hepatdcitos humanos normais, as quais estdo envolvidas com
a ativacdo e desintoxicagdo de substancias, como pro-carcinégenos (KNASMULLER
et al., 2004; LAOHAVECHVANICH et al., 2010). Por essas células apresentarem
preservadas atividades metabdlicas de biotransformacdo e desintoxicacao de
substancias toxica isto €, semelhantes as células de figado adulto, elas vém sendo

muito utilizadas em estudos toxicoldgicos (PROT et al., 2011; KELLY, 1994).

2.5. Biomarcadores

Biomarcadores (BM) sdo caracteristicas bioldgicas qualificaveis, passiveis de
serem medidas experimentalmente, que indicam a normalidade ou a ocorréncia de
alteracdes nos sistemas bioldgicos. Os BM podem ser do tipo molecular, bioquimico,
celular, fisioldgico, histologico ou de o6rgaos. As alteragdes mensuradas podem ser
decorrentes tanto de processos patologicos, como de respostas a exposicdo a
xenobioticos (RYAN et al., 2007, GUPTA, 2014). Umda das caracteristicas mais
importantes dos BM moleculares/celulares ¢ que a sua avaliagdo precoce antecipa
mudancas nos niveis superiores da organizacao bioldgica (organismo, populagdo,

comunidade ou ecossistema) (SILVA, 2013; RYAN et al., 2017).

2.5.1. Teste de citotoxicidade/viabilidade celular — Resazurina

O teste ideal para avaliar a viabilidade celular in vitro deve ser simples, rapido,
eficiente, confidvel, seguro, economico e ndo deve interferir no composto testado
(PERROT et. al, 2003). O teste da resazurina, também conhecido por Alamar Blue (7-
hidroxi-10-oxidofenoxazin-10-ium-3-ona) ou como diazo-resorcinol, azoresorcina e
resazoina (RAMPERSAD, 2012), preenche esses requisitos, pois € um ensaio simples,
de rapida execugdo, sensivel (MAGNANI, 2000; O’BRIE et al., 2000) e que fornece
uma excelente estimativa da proliferagdo celular e da poténcia do agente téxico
(PERROT et. al, 2003). Como a resazurina ndo ¢ toxica nem radioativa, ndo confere
problemas de exposi¢do ou de descarte de residuos. E um teste econdmico, pois
permite que as células sejam reutilizadas em outros ensaios, além de serem necessarias

poucas células (cerca de 80 células) para a obtencao de resultados (PERROT et. al,
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2003). Assim, o ensaio de resazurina € uma excelente ferramenta a ser utilizada em
testes in vitro, para medir a viabilidade celular e citotoxicidade em células eucariontes,
apoOs a exposicao a agente toxico (AHMED et al., 1994; NAJAYAMA et al., 1997).
Por serem fotossensiveis as incubacdes devem ser feitas no escuro (PERROT et al.,
2003; ZHANG et al., 2004; RAMPERSAD, 2012).

A resazurina ¢ um corante azul soluvel em 4gua, ndo fluorescente que, quando
reduzido dentro das células, transforma-se em um corante altamente fluorescente de
cor rosa, denominado de resofurina (MAGNANI, 2000). Essa conversao ¢ ocasionada
por células viaveis, com metabolismo intracelular ativo, a partir da acdo de enzimas
mitocondriais, microssomais ou por enzimas que ficam no citosol, do tipo
oxidorredutase ou diaforase (O’BRIE et al., 2000; GONZALEZ et al., 2001 ¢
RAMPERSAD, 2012). Essa alteracdo do estado oxidado para o estado reduzido
promove uma mudanca na cor das células, possibilitando detectar, visualmente, a
presenca ou auséncia de células vidveis, bem como quantificar a viabilidade celular,
por leituras colorimétricas e/ou fluorimétricas (sendo este Ultimo mais sensivel)
(PERROT et al., 2003).

O ensaio da resazurina tem alta sensibilidade e linearidade, ¢ soluvel em agua,
ndo envolve lise celular e pode ser usado em diferentes modelos celulares, como
linfocitos (MOCELIN et al., 2021), células de cérebro de rato (DERRY et al., 2021),
células hepaticas (SRISET et al., 2021) e células de fibroblastos (VOYTIK-HARBIN
etal., 1998).

2.5.2. Teste de genotoxicidade

Avaliagdes genotoxicologicas sao consideradas um importante endpoint de
investigacao de toxicidade. Vdarios ensaios in vitro e in vivo sao desenvolvidos para
este fim. Estudos de genotoxicidade auxiliam na deteccdo de danos na molécula de
DNA (tanto génicos como cromossdmicos), promovidos por possiveis mutagenos e
carcindgenos humanos (TURKEZ et al., 2017).

Dentre os ensaios de genotoxicidade, se destacam os ensaio do cometa e o teste
do micronucleo (MN). Esses testes, quando combinados, sdo excelentes ferramentas
para deteccdo de diferentes danos no DNA e contribuem para uma melhor avaliagao
dos efeitos genotdxicos e mutagénicos de compostos, cujos modos de acdo ainda sdo
pouco compreendidos (VAN GOETHEM et al.,, 1997, MAZZEO et al., 2013;
BIANCHI et al., 2015; GAJSKI et al., 2016). Ja as analises de citometria de fluxo e de

36



expressao génica sao ensaios que permitem novas abordagens, que podem trazer uma
melhor interpretacdo dos resultados obtidos em outros ensaios, como os de
genotoxicidade. A associagdo dessas novas tecnologias as ja convencionalmente
usadas em avaliagdes de toxicidade, como os ensaios do cometa e do MN, pode
configurar uma estratégia consistente na busca de uma melhor compreensao dos
mecanismos de agdo de produtos quimicos que possam afetar a saude humana e a

qualidade ambiental (TURKEZ et al., 2017).

2.5.3. Ensaio do cometa

O ensaio do cometa ou Single Gel Eletrophoresis (SCGE) ¢ um teste eficiente,
simples, rapido e sensivel para avaliar danos genotoxicos, detectar baixos niveis de
danos no DNA, bem como reparos de DNA promovidos por agentes alquilantes,
intercalantes e/ou oxidantes (PAVLICA et al., 2001; ANDRADE et al., 2004 ¢
MATSUMOTO et al., 2006). Esse ensaio foi descrito por Ostling e Johanson (1984) e
Speit et al. (2009) e tornou-se muito utilizado pela possibilidade de ser aplicado em
diferentes tecidos e tipos celulares e por requerer baixo numero de células, em
qualquer fase do ciclo celular, para a sua execucao (PAVLICA et al., 2001). Esses
ensaios vém sendo muito utilizado por diversos pesquisadores ao redor do mundo,
cujos resultados t€ém mostrado sua versatilidade de aplicacdo (OLIVE et al., 1990,
TICE, 2000; BAJPAYEE et al., 2019).

Nesse ensaio, as cé¢lulas sdo dispostas em laminas cobertas por agarose, onde sao
lisadas (remocdo de membranas e constituintes celulares soliveis), para a obtengdo de
nucledides (nucleos sem envoltdrio nuclear, mas com proteinas que mantém a forma
do nucleo). Em seguida, os nucledides sdo submetidos a eletroforese, para o
deslocamento de fragmentos derivados de eventuais quebras do material genético,
promovidas pelo agente testado, em relagdo a posi¢do da cabegca do nucledide,
formando uma figura semelhante a um cometa (Figura 6) (OSTLING; JOHANSON,
1984; AZQUETA; COLLINS, 2011).
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Figura 6: Representacdo de um cometa (A e B) e de um micronucleo (C)

Direcao da migracao

i

Comprimento da cauda e C >

Compximento da percentual de DNA na cauda

cabeca

X%,

C: seta— MN.

B: Seta - nucledide; Ponta
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Fonte: Figuras adaptada pela autora: (A e C) disponivel
em https://www.cosmeticsonline.com.br/artigo/400; (B)
disponivel em FANG et al., 2015.

Nesse teste, quando realizado com o pH > 13, ou seja, em condig¢des alcalina, ¢
possivel detectar quebras de fita simples e ligacdes cruzadas, quebras de dupla-fita,
sitios alcali-labeis, sitios abasicos e excisdo de sitios incompletos de reparo (TICE et
al., 2000; COLLINS, 2004 ¢ BRIANEZI; CAMARGO; MIOT, 2009). Gontijo e Tice
(2003) destacam, ainda, que quando a dupla fita de DNA ¢ exposta ao pH
extremamente alcalino, resulta em desnaturacdo dessa macromolécula, com separagao
das fitas. No entanto, se realizado em pH ~7, ou seja, condi¢des neutras, podera ser
detectado quebras de fita dupla e de ligagdes cruzadas, sendo assim, resulta em uma
analise mais limitada do ensaio (SINGH et al., 1988).

O software Comet Assay IV, usado nas andlises dos cometas, permite medidas
quantitativas e mais reprodutiveis do que as obtidas pelas andlises visuais
(KUMARAVEL et al., 2009; GYORI et al., 2014). Comet Assay IV segue os estudos
de Olive, Banath e Durand (1990), onde a apresentacdo dos resultados ¢ descrita a
partir do momento da cauda analisado, sem unidades de medida. O momento da cauda
¢ a propor¢do da intensidade da cauda e o comprimento da mesma (OLIVE;
BANATH; DURAND, 1990). No entanto, o calculo para o momento da cauda pode
variar entre diferentes softwares e, devido a isso, dificulta a comparagdo entre
resultados descritos por diferentes laboratdrios. Assim, se ndo houver uma variagao no
comprimento da cauda das células expostas, a intensidade de DNA na cauda passa a

ser a maneira mais precisa para se quantificar os danos (McKELVEY-MARTIN et al.,
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1993). Dessa maneira, para fins regulatérios, o parametro de analise mais

recomendado ¢ o da porcentagem de DNA na cauda (KUMARAVEL et al., 2009).

2.5.4. Teste do Microntcleo
Outra técnica amplamente utilizada para avaliar danos genotdxicos, tanto em

sistemas in vivo quanto in vitro € o teste do micronicleo (MN). Os MN também
conhecidos como corpos de Howell-Jolly, foram identificados e descritos pela
primeira vez em eritrocitos pelos hematologistas William Howell e Justin Jolly
(FENECH, 2010).

Historicamente, o ensaio do MN foi desenvolvido para avaliar a presenca de
MN, especificamente, em células que completaram um ciclo de divisdo nuclear, apos
exposicao a um agente testado. Para sistemas in vitro, utiliza-se a citocalasina B para
bloquear o processo de citocinese, resultando em um acumulo de células binucleadas,
independentemente do grau de sincronia e da proporcdo de células em divisdo
(FENECH, 1997; FENECH, 2000; KIRSCH-VOLDERS et al., 2002 ¢ FENECH,
2010). A citocalasina B inibe a polimerizacdoo da proteina actina, a qual atua na
formacdo do anel de microfilamentos responsavel pela contracdo do citoplasma e
clivagem da célula parental, em duas células-filhas (FENECH, 2000; SALVADORI;
RIBEIRO; FENECH, 2003; OECD, 2014b).

No ensaio do MN também podem ser avaliados outros biomarcadores associados
a danos no DNA, como as pontes nucleoplasmaticas e os brotos nucleares. Uma vez
que esse ensaio foi projetado para detectar todos esses eventos, o ensaio do MN com
bloqueio de citocinese (CBMN) evita subestimativas de frequéncia de MN e de outros
danos no DNA, resultantes da contagem de células que nao passaram por um ciclo de
divisao celular (FENECH, 2007; FENECH, 2010). As agéncias regulamentadoras de
todo o mundo recomendam o ensaio do CBMN para serem usados em avaliagdes de
genotoxicidade (KRISHNA; HAYASHI, 2000). Além disso, a OECD (2014)
recomenda que seja quantificado o Indice de Proliferagio com Bloqueio de Citocinese
(CBPI), para indicar o nimero médio de nucleos por célula. Um valor reduzido de
CBPI indica citotoxicidade.

Pelo ensaio do MN ¢ possivel avaliar danos genéticos induzidos por diversos
agentes toxicos, tanto de caracteristica clastogénica como aneugénica; defeitos nos
checkpoints do ciclo celular e/ou de genes de reparo do DNA; estresse oxidativo; bem

como indu¢ao de morte celular (BONASSI et al., 2007). Os MN sao estruturas que
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podem ser formadas por fragmentos cromossomicos, derivados de quebras
cromossOmicas ou por perdas de cromossomos inteiros, que ndo se associaram aos
fusos mitdticos, no momento da segregacdo dos mesmos para os polos opostos das
células em divisao. Como consequéncia, na teldfase, os fragmentos cromossomicos ou
cromossomos inteiros perdidos sdo envolvidos por membrana, formando uma estrutura
semelhante a um pequeno nucleo (RIBEIRO et al., 2003 e KIRSCH-VOLDERS et al.,
2011).

Alguns estudos indicam algumas possibilidades de destinos dos MN e de células
micronucleadas. Estudos in vitro (células humanas e células de hamsters) e in vivo
(experimentos com ratos) propuseram que, apos a formac¢ao do MN, este pode sofrer
degradacado, reincorporacdo, extrusdo ou persisténcia. Em relagdo a persisténcia, onde
o DNA micronuclear ndo sofre alteracdo e/ou reincorporagdo durante o evento da
mitose, pode levar ou nao a formagdo de células filhas mutantes, além de desencadear
processo tumoral (HINTZCHE et al, 2017). Stephens et al. (2011) indicaram
possiveis destinos de células micronucleadas, como cromotripsis € apoptose. A
cromotripsis € caracterizada pela presenga de um elevado nimero de quebras do DNA,
de um ou varios cromossomos, seguido de uma possivel reorganizagdo aleatoria, que
pode estar associada a doengas congénitas e ao cancer (STEPHENS et al., 2011;
KLOOSTERMAN; CUPPEN, 2013 e HIRSCH et al., 2013). A apoptose ¢ uma forma
de morte celular essencial ao desenvolvimento e homeostase de tecidos, que também
pode ocorrer nos processos normais de eliminacdo de MN (SAIKUMAR et al., 1999;
DECODIER et al., 2002).

2.5.5. Citometria de Fluxo de iodeto de propidio (IP)

O ensaio de citometria de fluxo de iodeto de propidio (IP) tem sido amplamente
utilizado em diferentes modelos experimentais, para avaliar parametros do ciclo
celular e fragmentacdo do DNA, como indicativo de morte celular. Em linhagens
celulares, as células apoptoticas ou necroéticas, entre outras caracteristicas tipicas, sao
caracterizadas por fragmentacdo do DNA e, consequentemente, perda desse material
fragmentado (RICCARDI e NICOLETTI, 2006).

Na técnica de citometria de fluxo, as células sdo previamente coradas com o
composto fluorescente IP, que se liga diretamente ao DNA. Dessa maneira, a medi¢ao
da fluorescéncia representa a quantidade de corante absorvido pelas células e,

indiretamente, a quantidade de DNA (LI, 2016). A técnica tem como base a passagem
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de um fluxo de particulas individuais, por uma regido que contém feixes de lasers, que
permitir medir a fluorescéncia, por multiplos comprimentos de onda e pontos de

dispersdo de luz (figura 7) (NUNEZ, 2001; CRAM, 2002 ¢ WANG et al., 2010).

Figura 7- Representacao da técnica de citometria de fluxo, usada para analise do
ciclo celular e de fragmentagcao de DNA.
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Fonte: Figura elaborada pela autora (2022).

Com isso, ¢ possivel calcular as fases do ciclo celular nas células submetidas a
técnica. Isso porque, no ciclo celular, hd uma série de eventos em que os componentes
celulares sdo duplicados e segregados, com precisdo, para as cé€lulas filhas. Este
consiste de algumas fases (figura 8): G1 (pré-sintese de DNA), S (sintese de DNA),
G2 (pré- mitética) e M (mitotica). As denominadas células quiescentes sdo aquelas

que se encontram, momentanea ou definitivamente, fora do ciclo celular, portanto, em

G0 (MALUMBRES; BARBACID, 2009).
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Figura 8: Esquema representativo do ciclo celular.

Fonte: Figura elaborada pela autora (2022).

O ciclo celular ¢ regulado por uma rede bioquimica bastante complexa, para
manter a integridade celular, uma vez que ha pontos de restricdo (entre GO e G1) e
checkpoints que regulam a entrada na fase S e a entrada e saida da fase M
(VERMEULEN et al., 2003). Como na fase S ocorre a replicacdo do DNA, nas fases
subsequentes (G2/M) a célula terd duas copias do seu material genético. Durante o
processo de divisao que ocorre na fase M serdo entdo formadas duas células filhas,
como o mesmo conteudo inicial da célula mae (fase G0/G1) (CROWLEY et al., 2016
e PETSALAKI et al., 2020).

Ja em relagdo ao indicativo de morte celular, pelos ensaios de citometria -
coloragdo IP -, a fragmentagdo nuclear ¢ identificada quando as células exibem baixa
emissdo da fluorescéncia do IP. Contudo, a presenca de fragmentos, identificados
pelos ensaios com IP, ndo certifica o tipo de morte envolvido no processo (apoptose
ou necrose), embora seja um indicativo de morte apoptotica. Para a comprovacao desta
apoptose sugerida, torna-se necessaria a associacdo desses dados com os de outros
testes, também realizados em citometria, como os de anexina-V ou de ensaios de

analise de expressao génica (RICCARDI; NICOLETTI, 2006).

2.5.6. Ensaios com RT-qPCR
A reacgdo da transcriptase reversa seguida pela reagdo em cadeia da polimerase
(RT-PCR quantitativa) ¢ uma ferramenta de estudo em biologia molecular ¢ em

biotecnologia, onde se utiliza 4cidos nucléicos (DNA ou mRNA, principalmente) para
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caracterizar a atividade de um sistema vivo (BUSTIN et al., 2009; THORNTON et al.,
2015).

A técnica consiste de grande sensibilidade, porque permite quantificar
sequéncias de nucleotideos especificos de um gene de interesse, a fim de estimar a
razao da expressao relativa dos genes, em relagdo as amostras controle e outras. Dessa
maneira, ¢ possivel determinar se o alvo ¢ expresso sob certas condi¢des, bem como
calcular a expressdo do nivel deles (CHANGO et al., 2009; THORNTON et al., 2015).
A leitura das informagdes ¢ feita com a utilizagdo de oligonucleotideos de um
determinado alvo, sendo, portanto, importante garantir a qualidade e a relevancia
deles. Contudo, ¢ essencial que as sequéncias utilizadas sejam publicadas, o que nem
sempre acontece (BUSTIN et al., 2009).

Um dos agentes fluorescentes utilizados para deteccdo dos alvos ¢ o SYBR ®
Green, composto este que se intercala aos acidos nucleicos, mais especificamente com
qualquer sequéncia de nucleotideos de fita dupla, para a emissao de fluorescéncia.

Os processos realizados para gerar dados de RT-qPCR ndo sdo dificeis, embora
a garantia de sua qualidade e sua adequagdo com a realidade biologica estudada seja
mais dificil e ao mesmo tempo crucial (DOMMS et al., 2014). Consultar um guia
consistente de boas praticas, com informagdes minimas para publicagdo de
experimentos de RT-gPCR (MIQE), garante a qualidade dos resultados, sua
compreensao ¢ adequagao do fendmeno estudado (BUSTIN et al., 2009).
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3. OBJETIVOS

A cadaverina (CAD) e a putrescina (PUT) sdo aminas biogénicas produzidas
durante a decomposi¢do cadavérica. Estas aminas, que sdo encontradas no
necrochorume, podem ser toxicas e causar danos ao ecossistema e a saide humana. O
objetivo deste estudo foi alertar para os impactos que o necrochorume pode promover
no ambiente, bem como na saude humana, e avaliar o potencial toxico € 0 mecanismo
de agdo de diferentes associagdes das aminas CAD e PUT sobre as linhagens celulares
humanas e de anfibio, como segue:

- Discutir a contaminagdo ambiental por necrochorume, comum em ambientes
de cemitérios, e o agravamento desses impactos pela pandemia da COVID-19.

- Determinar as concentragdes citotoxicas de associagcdes de CAD e PUT, para
as linhagens celulares Speedy e HepG2/C3A, por meio do ensaio de Resazurina;

- Avaliar os possiveis efeitos genotoxicos e potencial mutagénico de associagdes
de CAD e PUT para as linhagens celulares Speedy e HepG2/C3A, por meio do ensaio
do cometa e do teste do micronucleo;

- Avaliar o potencial de alteragdo do ciclo celular e da indugdo de processo de
morte celular nas linhagens celulares Speedy ¢ HepG2/C3A, apoOs exposicao delas a
associagdo de CAD e PUT, por meio do ensaio de citometria de fluxo, com iodeto de
propideo (IP);

- Avaliar as altera¢des no padrao de expressao de genes envolvidos nas vias de -
metabolizacdo de xenobioticos, de reparo do DNA e de estresse oxidativo, para a
linhagem celular HepG2/C3A, promovidas pela exposicdo das mesmas a associacio

de CAD e PUT, por meio do ensaio de RT-qPCR.

4. MATERIAL E METODOS

- Parte A
4.1. Revisao de literatura

No presente estudo foi descrita uma revisdo de literatura das informagoes dos
impactos de contaminantes de cemitérios sobre a biota e a satde humana, bem como
os impactos da pandemia na geracdo desses contaminantes. Como ferramenta de
estudo, foram realizados pesquisas em bases de dados cientificos eletronicos (NCBI);

publicacdes de agéncias governamentais (por exemplo, ARPEN, Brasil); agéncias

44



ambientais (por exemplo, OMS, OurWorldInData.org); sites confidveis disponiveis

gratuitamente (por exemplo, CNN); e revistas cientificas relacionadas ao tema.

- Parte B
4.2. Substancia testada

No presente estudo, foram avaliadas diferentes associagdes das aminas
biogénicas cadaverina (1,5-Diaminopentano, 1,5-Pentanodiamina,
Pentametilenediamina) (CAD) e da putrescina (1,4-Diaminobutano) (PUT). Ambas
fornecidas pela Sigma-Aldrich, cujas informagdes quimicas estdo descritas na Tabela

1.

Tabela 1: Informacdes quimicas descritas, de acordo com as fichas dos produtos.

Substincias Cadaverina Putrescina
Féormula Linear NHz(CH2)5NH2 NHZ(CH2)4NH2
Peso Molecular 102,18 g/mol 88,15 g/mol

Pureza 97% 99%
CAS 462-94-2 110-60-1

Fonte: elaborado pela autora (2022).

4.3. Material biologico

Para a realizagdo das andlises deste trabalho foram utilizadas duas linhagens
celulares: a linhagem de fibroblasto do anfibio (Xenopus tropicalis), nomeada de
linhagem celular Speedy, bem como a linhagem de célula metabolizadora humana

(HepG2/C3A), derivada de hepatoma humano.

4.3.1. Linhagem celular Speedy

As células da linhagem de fibroblasto do anfibio (Xenopus tropicalis), nomeada
de linhagem celular Speedy, descritas por Sinzelle et al. (2012), foram cedidas pelo
Prof. Dr. Nicolas Pollet do Institute of Systems & Synthetic Biology — iSSB —
Genopole/Franga e inseridas no banco de células do Laboratério de Mutagénese
Ambiental do Departamento de Biologia da UNESP-IB/Rio Claro/SP. O cultivo
celular foi realizado, em frascos de 25 cm?, com meio Leibowitz L-15, preparado com
solugdo antibidtica/antimicdtica e suplementado com 10% de soro bovino fetal,

mantidos em incubadora BOD a 28 °C. Inicialmente, aliquotas da linhagem Speedy

45



foram descongeladas em 10 mL de meio Leibowitz L-15, diluido e suplementado com
SBF. Apds o crescimento celular, as células foram lavadas duas vezes com 5 mL de
PBS e tripsinizadas com Tripsina-EDTA 0,25% por 1 minuto. Em seguida, a tripsina
foi inativada com 1,5 mL de meio de cultura suplementado. Nessas condigdes, o ciclo
celular foi de 24 horas. Apds obter 80% de confluéncia celular, foram realizados os
testes da resazurina, do cometa, do MN com bloqueio de citocinese e de citometria de
fluxo. Os percentuais da associacdo de CAD e PUT foram estabelecidos através da
amplitude inferior e superior ao NOAEL 83mg/Kg para ratos de cadaverina (Til, et
al.,1997) e da DLsy 463 mg/kg para ratazanas de putrescina, de acordo com a ficha
técnica de seguranca do produto. As concentragdes de cada amina usada em cada
associagdo estdo descritas na tabela 2. A unidade em mg/kg correspondente a cada
percentual das aminas biogénicas utilizadas estdo descritas no Apéndice A; os
procedimentos e as solugdes empregadas para manutengdo das células Speedy estao

apresentados no Apéndice B.

Tabela 2: Porcentagem usadas nas solu¢cdes compostas pela associagdo das aminas
biogénicas CAD e PUT, para os testes de resazurina (A), do cometa, do MN e qPCR
(B) e de citometria de fluxo (C), com a linhagem celular Speed)y.

Solucdes de Ensaios com a linhagem celular Speedy

CAD + PUT A B C
1 20% + 0,01%
2 20% + 0,10%
3 5% +10%
4 10% + 10%
5 20% + 10% T4 -20% + 10%
6 10% + 0,10% T1-10%+0,1% T1-10% +0,1%
7 10% + 0,01
8 5% +0,10% T2-5%+0,10% T2-5%+0,1%
9 5%+ 0,01% T3-5%+0,01% T3-5%+0,01%

A: Associacdes de CAD e PUT no Ensaio de Resazurina; B: Ensaio do cometa e teste do
micronucleo (MN); C: Ensaio de citometria de fluxo. 1 a 9: solugdes testadas. T1 a T4:
associagdes selecionadas para os testes realizados. As concentragdes foram estabelecidas através
da amplitude inferior e superior ao NOAEL 83mg/Kg para ratos de cadaverina (Til, et al.,1997) e
da DLsy 463 mg/kg para ratazanas de putrescina, de acordo com a ficha técnica de seguranca do
produto. Fonte: elaborado pela autora (2022).

4.3.2. Linhagem celular HepG2/C3A
As células de hepatoma humano, nomeada de linhagem celular HepG2/C3A,

foram adquiridas no Banco de Células do Rio de Janeiro e inseridas no banco de
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células do Laboratério de Mutagénese Ambiental do Departamento de Biologia da
UNESP-IB / Rio Claro / SP. O cultivo celular foi realizado em meio essencial Eagle
modificado por Dulbecco - DMEM (suplementado com 10% de soro fetal bovino e
0,1% de solucdo de antibidtico-antimicotico (penicilina 10.000 U.L./mL/estreptomicina
10 mg/mL, Cultilab). Foram utilizados frascos de 25 cm? (com ventilagdo de cultivo
celular), mantidos em temperatura controlada (37 °C), em estufa de CO, (5%) e
umidade de 60%. Inicialmente, foram descongeladas aliquotas contendo a linhagem
HepG2 em 10 mL de meio MEM com soro bovino fetal (SBF). Apds o crescimento
celular, as células foram lavadas, duas vezes com 5 mL de PBS, tripsinizadas por 5
minutos, com Tripsina-EDTA 0,5%. Na sequéncia, foram adicionados as células 1,5
mL de meio de cultura suplementado, para inativar a tripsina. Nessas condic¢des, o
ciclo celular foi de 24 horas. Os procedimentos e as solugdes empregadas para
manutencdo das células HepG2/C3A estdo apresentados no Apéndice C. ApoOs obter
80% de confluéncia celular, foram realizados o teste da resazurina, ensaio do cometa,
teste do MN com bloqueio de citocinese, ensaios de qPCR e de citometria de fluxo. Os
percentuais das associagoes de CAD e PUT foram estabelecidos pela amplitude
inferior e superior ao NOAEL 83mg/Kg, para ratos, de cadaverina (Til, et al.,1997) e
da DLsy 463 mg/kg, para ratazanas, de putrescina, de acordo com a ficha técnica de
seguran¢a do produto. As concentragdes de cada amina usada nas associagdes estdo

descritas na tabela 3.
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Tabela 3: Porcentagem usadas nas solu¢des compostas pela associagdo das aminas
biogénicas CAD e PUT, para os testes de resazurina (A), do cometa, MN e qPCR (B)
e de citometria de fluxo (C), com a linhagem celular HepG2/C3A.

Solugoes de Ensaios com a linhagem celular HepG2/C3A

CAD e PUT
A B C
1 40% + 60% - -
2 40% + 30% - -
3 40% + 10% - -
4 30% + 70% - T4 - 30% + 70%
5 30% + 30%
6 30% + 10% T1-30% + 10% T1-30% + 10%
7 20% + 70% , -
8 20% +30% T2 - 20% + 30% T2 - 20% + 30%
9 20% +10% T3 - 20% + 10% T3 - 20% + 10%

A: Ensaio de Resazurina; B: Ensaio do cometa, teste do micronticleo (MN) e qPCR; C:
Ensaio de citometria de fluxo. 1 a 9: solugOes testadas. T1 a T4: solugdes selecionadas,
renomeadas de tratamento 1 ao 4. As concentragdes foram estabelecidas através da

amplitude inferior e superior a0 NOAEL 83mg/Kg para ratos de cadaverina (Til, et

al.,1997) e da DLs, 463 mg/kg para ratazanas de putrescina, de acordo com a ficha
técnica de seguranga do produto. Fonte: elaborado pela autora (2022).

4.4. Bioensaios com Cultura de Células
4.4.1. Teste de viabilidade celular

As células das linhagens celular Speedy e HepG2/C3A, foram expostas as
associagdes de CAD e PUT, para a realizacdo do ensaio de Resazurina (7-hidroxi-3H-
fenoxazin 3-ona 10-6xido), de acordo com o protocolo de O Brien et al., (2000), com
algumas modificagdes. 2,34 x 10° células foram colocadas em microplacas de 96
pocos, para estabilizagdo, e mantidas de acordo com as condigdes especificadas nos
itens 4.3.1 e 4.3.2, por 24 h. Em seguida, foram avaliadas nove (9) solugdes
preparadas com diferentes percentuais de CAD e PUT, para cada uma das linhagens
celulares testadas (Speedy e HepG2/C3A, Tabelas 2 e 3, respectivamente). O controle
negativo (CN) foi realizado com meio de cultura celular e o controle positivo (CP)
com meio de cultura celular e Triton X-100 a 1%. Em seguida, as células foram
incubadas por 4 h com resazurina (44 uM). As placas foram entdo medidas num leitor
de placa, modelo Infinite M200 Pro™ plate reader (Tecan, Crailsheim, Germany), a

590 nm. O ensaio foi realizado em triplicata. As concentragdes testadas foram
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consideradas citotoxicas, quando apresentaram valores inferiores a 80% com base nos

valores obtidos pelos observados no CN.

4.4.2. Teste de viabilidade com Azul de Trypan para o ensaio do cometa

Para a realizacdo do ensaio do cometa foi realizado, previamente, um teste de
viabilidade celular com Azul de Trypan. As células foram coletadas e avaliadas,
quanto a sua viabiliadade, no dia da realizacdo do ensaio do cometa. Para a realizacao
deste teste, foram transferidos 20 pL da suspensao celular, de cada tratamento, para
microtubos previamente identificados. A suspensao celular foi homogeneizada com 20
uL de Azul de Trypan. Posteriormente, foram transferidos os 40 pL para uma camara
de Neubauer, para a identificacdo e contagem das células brancas (células viaveis) e
das azuis (nao vidveis). Em seguida, foi calculada a porcentagem das células viaveis.
Quando a viabilidade celular foi igual ou maior que 80%, deu-se continuidade ao

experimento.

4.4.3. Ensaio do cometa

O ensaio do cometa foi realizado de acordo com o protocolo descrito por Tice et
al. (2000), com algumas modificagdes. A descricao do preparo das solugdes utilizadas
neste ensaio encontra-se apresentada no Apéndice D. Para esse teste, foi realizada uma
coleta da suspensdo celular, depois de 24 horas de exposi¢ao as diferentes associagdes
da CAD e PUT, previamente selecionadas no ensaio de Resazurina (linhagens Speedy
e HepG2/C3A - Tabelas 2 e 3, respectivamente). O CN foi realizado com meios de
cultura celular e o CP foi realizado com solu¢do de sulfonato de metilmetano (MMS)
10 mM, preparado pela dilui¢ao de 3,33 pL de MMS (marca: Sigma Aldrich) em 4 mL
de PBS. Desta solugdo, foram pipetados 50 pL, os quais foram acrescentados com 5
mL de meio especifico para cada linhagem celular (1 x 10-2 M; 50 ul/5ml). As células
foram tripsinizadas de acordo com suas especificacdes, seguido de inativagao com o
meio especifico para cada linhagem celular. As células foram transferidas para tubos
de centrifuga e centrifugadas em 1.500 rpm, por 5 minutos. Os sobrenadantes foram
descartados e apenas 0,5 mL desta solucdo foram ressuspendidas. Posteriormente, a
suspensdo foi passada por seringa de insulina de 1 mL, a fim de se obter células
isoladas. Para a realizagdo do ensaio de viabilidade celular, foram transferidos para um
microtubo de 20 pL da suspensao celular e 20 pl. do corante Azul de Trypan. A

continuidade do ensaio do cometa se deu quando o valor de viabilidade celular foi
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superior a 80%. A quantificagdo das células viaveis (brancas) e mortas (azuis) foi
realizada em camara de Neubauer.

Para o ensaio do cometa, laminas previamente recobertas com agarose comum
(1,5%) receberam 20 pL. da suspensdo celular misturada a 120 pL. de agarose de
baixo ponto de fusdo (0,5% a 37 °C). As laminas foram entdo cobertas por
laminulas e levadas a geladeira (4 °C), por 15 minutos. Apo6s a solidifica¢ao do gel,
as laminulas foram removidas e as laminas transferidas para uma cubeta com
solucao de lise gelada (1 mL Triton X-100, 10 mL de DMSO e 89 mL de solucao
estoque de lise — NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, Tris 10 mM e ~ 8,0 g de NaOH, pH
10,0), mantidas no escuro, em geladeira, a 4 °C, por 1 hora. ApoOs este
procedimento, as 1dminas foram deslocadas para uma cuba de eletroforese, contendo
uma solucao tampao (NaOH 300mM + EDTA 1mM, com pH>13), por 20 minutos,
para a desnaturagdo do DNA. A eletroforese foi realizada por 20 minutos a 39 V e
300 mA (~ 0,8 V/cm). Em seguida, as laminas foram neutralizadas, em 3 banhos de
5 minutos, em tampdo de neutralizacdo (0,4 M de tris-HCLpH 7,2) e fixadas,
durante 10 minutos, em etanol absoluto. No momento da realizagdo das analises, as
laminas foram coradas com 50 pL de solucdo de GelRed® (15 pL de GelRed
10.000X em agua, 5 mL de NaCl a 1M, e 45 mL de dgua deionizada) e analisadas
em microscopio de fluorescéncia Leica, filtro B - 34 (excitagdo: i=420 n - 490nM,
barreira: =520 nM), objetiva de 40x. O ensaio foi realizado em triplicata e a
contagem foi feita ao acaso, contemplando-se 200 nucleodides por frasco (3 réplicas,
duas laminas com 100 nucledides cada), totalizando 600 nucledides contabilizados
por tratamento (Figura 9). Os danos no DNA foram estimados pelo pardmetro
intensidade de DNA na cauda, avaliado pelo software Comet Assay IV (Perspective
Instruments, Bury Saint Edmunds, Reino Unido). A média dos resultados de cada
tratamento foi calculada e submetida ao teste ndo paramétrico Kruskal-
Wallis/Dunn’s (p<0,05), para comparar os efeitos das diferentes associagdes de
CAD e PUT em relacao ao CN. Valores expressos em Média = Desvio Padrao estao

descritos no Apéndice E.
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Figura 9: Representacao das analises realizadas no Software Comet Assay IV.

A: nucledide sem danos e B: nucledide com danos no DNA. Fonte: elaborado pela autora (2022).

4.4.4. Teste de micronucleo de bloqueio de citocinese (CBMN)

O teste de CBMN foi realizado utilizando o protocolo descrito por Natarajan e
Darroudi (1991), com algumas modificacdes. A descri¢do do preparo das solugdes
utilizadas neste ensaio encontra-se apresentada no Apéndice F. Para esse teste, foi
realizada uma coleta da suspensao celular, depois de 24 horas de exposi¢ao de células
das linhagens Speedy e HepG2/C3A as diferentes associagdes de CAD e PUT,
previamente selecionadas no ensaio de Resazurina (tabelas 2 e 3, respectivamente). O
CN foi realizado com meios de cultura correspondente a linhagem celular e o CP foi
realizado com solucdao de sulfonato de metilmetano (MMS) 10 mM, preparado pela
diluicao de 3,33 uL. de MMS (marca: Sigma Aldrich) em 4 mL de PBS. Desta solugao,
foram pipetados 50 pL, os quais foram acrescentados com 5 mL de meio especifico
para cada linhagem celular (1 x 10-2 M; 50 ul/Sml). Apos a exposicao, as células
foram lavadas duas vezes com PBS e 5 mL de meio de cultura completo, contendo 3
ng /mL de citocalasina B. Os frascos foram incubados em temperatura especifica para
cada linhagem celular, por 28 horas. As células foram colhidas, fixadas em Carnoy
(metanol: acido acético, 3: 1 v / v) e mantidas a 4 °C, antes da utilizagdo. Para
preparagao das laminas, aproximadamente cinco gotas da suspensdo celular foram
colocadas em laminas limpas, contendo um filme de agua fria. Apos a secagem das
laminas, estas foram submetidas a hidrolise, com HCI 1N, por 10 minutos, a 60 °C.
Em seguida, as laminas foram expostas por 2 horas no reativo de Shiff, em
temperatura ambiente, ¢ lavadas com agua corrente. Posteriormente a secagem das

laminas, as mesmas foram coradas com Giemsa 5%, por 8 minutos.
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Para as anélises, foram utilizados microscopios de luz, ampliagdo de 1.000X. O
ensaio foi realizado em triplicata, sendo contabilizadas 2000 células por réplica,
totalizando 6000 células para cada concentracdo e controles avaliados. Para a
avaliacdo da genotoxicidade e do potencial mutagénico das associagcdes das aminas
biogénicas CAD e PUT, para as linhagens celulares Speedy e HepG2/C3A, foram
observadas células binucleadas normais e células binucleadas portadoras de MN,
pontes nucleoplasmaticas e/ou brotos nucleares, usando os critérios descritos por
Fenech et al. (2003) (Figura 10). Para avaliar o indice de divisao celular (IDC), foram
contabilizadas 1.000 células/tratamento. O IDC foi calculado seguindo a formula: IDC
= [M1 + (2xM2) + (3xM3) + (4xM4)]/N, onde M1 — M4 representa o numero de
células com 1 a 4 nucleos, respectivamente, e N ¢ o nimero total de células analisadas
(EASTMOND; TUCKER, 1989). Os resultados foram submetidos ao teste estatistico
paramétrico ANOVA/Tukey (p<0,05).
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Figura 10 - Esquema representativo das altera¢des celulares consideradas na analise

da proliferagdo celular do ensaio do MN.

Ad  —
L\
b id
*e

B

A - representacdo da analise de proliferagdo celular; Al -
célula mononucleada; A2 - célula binucleada normal; A3 e
A4 - célula multinucleada; B.1 - célula binucleada normal;
B.2 - célula binucleada com micronucleo; B.3 — célula
binucleada com broto ¢ B.4 — célula binucleada com ponte.
Fonte: elaborado pela autora (2022).

4.4.5. Perfil do ciclo celular e de fragmentacao do DNA, por citometria de fluxo

A distribuicdo do ciclo celular e a porcentagem de células com DNA
fragmentado foram avaliadas medindo o contedo de DNA, apds a marcacdo com
iodeto de propidio (IP). 2,5 x 10° células foram cultivadas em microplacas de 6 pogos,
sob as condi¢des descritas nos itens 4.2.1 para as células Speedy e 4.2.2 para a
linhagem celular HepG2/C3A. As células Speedy e HepG2/C3A foram expostas a
quatro (4) diferentes associagdes de CAD e PUT (tabela 2 e 3), por um periodo de 24
horas e, em seguida, o experimento foi repetido com os mesmos tratamentos, para a
exposicao de 48 horas (tabela 2 e 3). O CN foi realizado com meios de cultura celular
correspondente ao tipo celular testado e o CP foi realizado com solugdo de sulfonato
de metilmetano (MMS) 10 mM, preparado pela dilui¢ao de 3,33 uL. de MMS (marca:
Sigma Aldrich) em 4 mL de PBS. Desta solucdo, foram pipetados 50 pL, os quais
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foram acrescentados com 5 mL de meio especifico para cada linhagem celular (1 x 10-
2 M; 50 ul/5ml). Apds os tratamentos, as células foram coletadas por tripsinizagdo e
transferidas para tubos de microcentrifuga. As células foram centrifugadas a 300 x g,
por 5 minutos, em temperatura ambiente. Em seguida, foram lavadas com PBS. As
células foram fixadas com etanol (70%) em banho de gelo por 30 minutos.
Posteriormente, foram centrifugadas a 300 x g, durante 5 minutos, a temperatura
ambiente, e as laminas foram lavadas com PBS novamente. Em seguida, foram
adicionados as células 200 pL da solugdao de coloragdao contendo 20 pg/mL de iodeto
de propidio, 10 pg/mL de RNAse A e 0,1% de Triton X-100, As células foram
incubadas a temperatura ambiente, por 30 minutos no escuro. As células foram
analisadas, usando o citometro de fluxo BD Accuri ™ C6 (BD Biosciences, San Jose,
CA, EUA). Foram realizados 10.000 eventos por amostra, usando o canal FL-2A para
determinar o contedo de DNA das células. As porcentagens de células nas diferentes
fases do ciclo celular foram configuradas a partir dos dados coletados, usando o

software BD Accuri ™ C6 (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA).

4.4.6. Analises moleculares: extracao de RNA e perfil de expressao génica

As células HepG2/C3A foram submetidas ao ensaio de RT-qPCR. Neste ensaio,
primeiramente foi extraido o RNA. Para isso, foi realizada uma coleta da suspensao
celular, apds 24 horas de exposicao as diferentes associagdes de CAD e PUT,
previamente selecionadas no ensaio de Resazurina (tabela 3). O CN foi realizado com
meios de cultura celular. As células foram entdo tripsinizadas, coletadas, lavadas por
trés vezes com PBS e centrifugadas a 10.000 rpm, por 10 minutos. As células foram
ressuspendidas em TRI Reagent® (Sigma, St Louis, EUA) e incubadas por 5 minutos,
em temperatura ambiente. Para 1 mL de TRI Reagent®, foram adicionados 0,2 mL de
cloroféormio (Merck), seguido de agitagdo vigorosa do microtubo, por 15 segundos, e
incubacdo em temperatura ambiente, por 3 minutos. Na sequéncia, as amostras foram
centrifugadas a 10.000 rpm, por 15 minutos a 4 °C, resultando em uma mistura
trifasica, cujo sobrenadante foi transferido para um novo microtubo de 1,5 mL. Ao
sobrenadante foi adicionado 0,5 mL de alcool isopropilico (100%) para cada 1 mL de
TRI Reagent®, seguido de incubag¢do a temperatura ambiente, por 10 minutos. As
amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos a 4 °C, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado de RNA lavado com 1 mL de etanol 75%, para cada 1 mL
de TRI Reagent®. Os microtubos foram invertidos por 5 vezes, seguido de
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centrifugacao a 8000 rpm, por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e os
microtubos contendo o RNA precipitado foram colocados em um fluxo laminar, por 5
minutos, para garantir a secagem do RNA.

Posteriormente as amostras extraidas foram submetidas a dosagem
espectrofotométrica do RNA total, a partir de 1 pl. do RNA total e a avaliagdo da
absorbancia em 260 nm com aparelho espectrofotometro NanoVue™ Plus (GE

Healthcare).

4.4.7. Padronizacio e otimizacdo dos primers

Foram criadas matrizes de acordo com o protocolo descrito no USER GUIDE
SYBR® Green PCR Master Mix and SYBR® Green RT-PCR Reagents Kit, Applied
Biosystems. Para isso, foi utilizado 1 ng de cDNA, 1 pL de primer forward, 1 uL de
primer reverse com concentragdes de 250 a 900 mM para cada, 2,5 uL. de SYBR
Green PCR Master Mix® 1X e volume ajustado para 10pL.

Os primers foram construidos com uma ferramenta online descrita por Lefever et
al. (2009). As concentragdes em nanomolar foram definidas a partir da construcao dos

primers e padronizagdao dos mesmos (Tabela 4).

55



Tabela 4: Genes, sequéncias dos iniciadores e tamanho do amplicon (Pb) utilizados nos ensaios de expressao génica.

Nome dos genes Gene Sequéncia direta (5°- 3") Sequéncia reversa (3°- 5") Pb
Housekeeping Housekeeping
Beta - actina -actina CGGGACCTGACTGACTAC CTCCTTAATGTCACGCAC 87
Estresse Oxidativo Estresse Oxidativo
Superdxido Dismutase SODI1A AGGGCATCATCAATTTCGAG GTGAGGACCTGCACTGGTAC 146
Catalase CAT CGTGCTGAATGAGGAACAGA AGTCAGGGTGGACCTCAGTG 119
Glutationa Redutase GSR ATCCATATGCAGGGACTTGG GTAGGGTGAATGGCGACTGT 110
Glutationa S transferase Mu4 GSTM4 CAGCCCTGACTTTGAGAAAC CAAAGGTGATCTTGTCTCCAA 119
Metabolismo de Metabolismo de
Xenobidticos Xenobidticos
Citocromo P450 familia 1 CYPIA1 TTCCCTGATCCTTGTGATCC  GGAGATTGGGAAAAGCATGA 109
Danos no DNA Danos no DNA
Reparo por excisao ERCC1 CTACAGCCAGTGCATCTCCA  CTCCTGAAACAAGGCACCTC 112
Checkpoint Quinase 1 CHEK1 CGCTCCCAACACGGAGTTCC TCACAGTCGGTGAAGCAGAG 119
Morte Celular Morte Celular
Proteina tumoral P53 P53 TGGCTCTGACTGTACCACCA  CCAGTGTGATGATGGTGAGG 98
c-Myc c-Myc CACCAGCAGCGACTCTGA GATCCCAGACTCTGACCTTTTGC 98
Apoptose Apoptose
Caspase 3 Caspase 3 ATTGTGGAATTGATGCGTGA  CTTCACCATGGCTCAGAAGC 85
Caspase 9 Caspase 9 CACTTCCCCTGAAGACGAGT CTGGTCGAAGGTCCTCAAAC 85

Fonte: elaborado pela autora (2022).
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4.4.8. Sintese do cDNA via Transcri¢cao Reversa

Para sintese do DNA complementar (cDNA), a partir do RNA total extraido das
células HepG2/C3A, foi utilizado o High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Thermo Fisher Scientific Inc.). As reagdes de transcricdo reversa foram realizadas
com 1 pg do RNA extraido, 10 uM de oligonucleotideos (10 x RT Random primer), 8
mM de dNTPs [25 x ANTP Mix] e 1,25 U de transcriptase reversa (Multi ScriptTM
Reverse Transcriptase), conforme as especificacdes do fabricante. As reacdes foram
incubadas em termociclador Mastercycler pro S® (Eppendorf), conforme as
orientacdes do fornecedor, a 25 °C, por um intervalo de 10 minutos e a 37 °C, por 120
minutos, seguido de inativagdo enzimatica a 85 °C, por 5 minutos. As amostras de
RNA total foram armazenadas a -80°C e o cDNA sintetizado foi diluido (1:10) e

estocado a -20°C, até a utilizacdo dos mesmos.

4.4.9. Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR)

A expressdo génica foi avaliada pela técnica da Reagdo em Cadeia da
Polimerase em Tempo Real (Real-time PCR, qPCR), com a tecnologia SYBR Green,
utilizando sequéncias de primers (Invitrogen Technologies®) para os genes -actina,
SODI1A, CAT, GSR, GSTM4, CYPI1AI1, ERCC1, CHEKI, p53, c-Myc, Caspase 3 e
Caspase 9 (tabela 4). A reacao foi realizada com 1 pL de cDNA e 9 uL de Master Mix
(6 uL Syber Green PCR Master Mix® 1X, 0,5 uL. sequéncia forward e 0,5 pL reverse
de cada par de primer e 2 pL 4gua Mili-Q estéril).

Para todas as reagcdes de qPCR, foram utilizadas temperaturas de desnaturagao
inicial e ativagdo enzimatica, por 10 mim a 95 °C, seguidos de 40 ciclos a 95 °C por 15
s, 60 °C por 1 mim. As alteragdes na expressao génica foram determinadas usando a §3-
actina como gene de referéncia (housekeeping). Todas as reagdes foram realizadas em
triplicata.

A gPCR foi realizada no aparelho StepOnePlusTM System (Applied
Biosystems®, Life Technologies Corporation), com software integrado AB Prism
Step One, e a expressao génica avaliada pela técnica de Ct (Cycle threshold — ciclo
limiar) comparativo (2-AACt). Os resultados foram submetidos ao teste estatistico
paramétrico ANOVA/Tukey (p<0,05). Resultados em graficos estdo descritos no
Apéndice G.
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5. ARTIGOS
Os resultados obtidos na presente pesquisa serdo apresentados a seguir, em

formato de artigo.

Artigo 1: Another casualty of the SARS-CoV-2 pandemic the environmental impact.

Artigo 2: Efeitos citogenotdxicos das aminas biogénicas cadaverina e putrescina, em

associagao, sobre células de fibroblastos de anfibios.

Artigo 3: Citogenotoxicidade de aminas biogénicas presentes no necrochorume sobre

a linhagem celular HepG2/C3A.

Dados adicionais: Andlise de expressdo génica e citometria de fluxo por coloracdo

com IP em células HepG2/C3A
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Abstract

Cemetery leachate generated by the process of cadaveric decomposition is a significant contaminant of several matrices in
the cemetery environment (soil, groundwater, and surface water). The biogenic amines cadaverine and putrescine stand out
among the cemetery leachate contaminants, since they are potentially carcinogenic compounds. This review article presents
a discussion of possible environmental impacts caused by the increase in deaths resulting from COVID-19 as its central
theme. The study also aims to demonstrate the importance of considering, in this context, some climatic factors that can
alter both the time of bodily decomposition and the longevity of the virus in the environment. Additionally, some evidence
for the transmission of the virus to health professionals and family members after the patient’s death and environmental con-
tamination after the burial of the bodies will also be presented. Several sources were consulted, such as scientific electronic
databases (NCBI), publications by government agencies (e.g., ARPEN, Brazil) and internationally recognized health and
environmental agencies (e.g., WHO, OurWorldInData.org), as well as information published on reliable websites available
for free (e.g., CNN) and scientific journals related to the topic. The data from this study sounds the alarm on the fact that
an increase in the number of deaths from the complications of COVID-19 has generated serious environmental problems,
resulting from Cemetery leachate.

Keywords Cemetery leachate - Cadaverine - Putrescine - Biogenic amines - COVID-19 - Pollution from cemeteries

Introduction

The main anthropic sources of environmental contamina-
tion are agriculture, industry, and urban activities, such as
sanitary landfills, effluents from the Water and Wastewater
Treatment Plants, and, more recently included in this last
group, cemetery environments (Jonker and Olivier 2012).
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Necropolises, as cemeteries are also called (Campos 2007),
receive constant and intense additions of chemical com-
pounds of high toxic potential, which have serious impacts
on the environment and the surrounding biota, in addition
to harmful effects on human health (Lukaszuk et al. 2015).

The cadaveric decomposition process generates a liquid
called cemetery leachate (Dent et al. 2004), which is rich in
mineral salts and organic substances called biogenic amines,
such as cadaverine and putrescine. These biogenic amines, in
addition to being highly toxic to living beings, may also be
associated with diseases such as cancer (Pegg 2013; Thomas
and Thomas 2001). Although the contamination caused by
the disposal of corpses in cemeteries presents risks to human
health, this type of environment has attracted little attention
from civil communities and government institutions regard-
ing their polluting potential.

The overflow of cemetery leachate, which occurs during
the cadaveric putrefaction process, allows the cemetery
leachate to percolate in the soil and transmit contaminants
from the body’s own decomposition; chemical compounds

@ Springer
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used during the life of the buried person, such as medi-
cines for daily use and chemotherapy; substances used in
the body’s preservation and preparation processes, such as
preservatives and makeup; as well as compounds derived
from additional items, such as pacemakers, personal jew-
elry, paints, varnishes, and metallic elements from the
mortuary urn (Zychowski and Bryndal 2015). In addition
to the chemical compounds mentioned, biological materi-
als may also be transmitted, such as bacteria and viruses,
related to the individual’s cause of death which puts the
environment and public health at risk (Anjos 2013).

The cemetery leachate and all the aforementioned com-
pounds can be characterized as a polluting load that can
reach and contaminate the soil and surface and under-
ground water resources near the cemetery (Zychowski
and Bryndal 2015). The problem can be further aggra-
vated when the surrounding population makes direct use
of water resources that are under the influence of cemeter-
ies, as they will be predisposed to waterborne diseases
(Kemerich et al. 2012).

The COVID-19 pandemic, caused by the new corona-
virus or severe acute respiratory syndrome coronavirus 2
(SARS-CoV-2), began in late 2019 in China’s Wuhan city.
Since then, an overwhelming and deadly scenario has taken
over the world (CarodArtal 2020; Madabhavi et al. 2020).
According to data from the Center for Systems Science and
Engineering (October 1, 2020) and WHO (2020a), the num-
ber of deaths registered in the world due to COVID-19 has
already passed 900,000, data that only confirm the enormous
impact of this pandemic on human health. In the same con-
text, the World Health Organization (2020a) also disclosed
that, by the end of September 2020, more than 900,000
deaths caused by COVID-19 had been registered world-
wide. The two countries that have been most affected by the
pandemic are the USA, with more than 190,000 deaths, and
Brazil, with more than 125,000 deaths.

In view of the environmental problems related to cadav-
eric putrefaction and the increase in deaths registered in the
world due to the pandemic, a concern has been established
regarding the intensified impacts on cemetery environments.
An important aspect to be considered, in addition to the
presence of chemical compounds from the cemetery lea-
chate, is the fact that the etiological agents SARS-CoV (Qu
et al. 2020) and SARS-CoV-2 (Wang et al. 2020; Wu et al.
2020) have the ability to remain in the environment for long
periods. Although all post-mortem activities (transportation,
autopsies, delivery to families, burial, and exhumation) are
supposed to be conducted in a way that avoids procedures
that generate aerosols and release contaminated fluids after
burial (Finegan et al. 2020), today there is an additional and
serious concern about the spread of these viruses by bodies
that were buried without undergoing appropriate decontami-
nation treatments.

@ Springer

Due to the general dynamics of cadaveric decomposi-
tion, which produce potentially toxic compounds, it is clear
that contamination in cemeteries correlates to the number of
buried bodies, as well as site-specific climatic and geologi-
cal characteristics (Zychowski and Bryndal 2015). Thus, it
is possible to infer that the high number of human losses
caused by the COVID-19 pandemic may also raise the level
of contamination in cemetery environments and, conse-
quently, in the surrounding urban environment, especially
for medium to large cities. The abrupt increase in the num-
ber of deaths that have been recorded during the pandemic
period, which has occurred throughout the entire planet,
has caused many to worry about the possible environmental
impacts resulting from the pandemic. In this review article,
data already described in the scientific literature regarding
the contamination of necropolis will be presented, which
will serve as a basis for a more in-depth discussion on the
real environmental impact caused by the COVID-19 pan-
demic. Although cemetery environments are places that pose
high risks to human health, they are either discussed very
little or not at all as places of high contamination. However,
the increase in death rates registered since March 2020 as a
result of the pandemic highlights the need to consider, in a
more punctual and emphatic way, the negative aspects that
the pandemic has caused in cemetery environments, espe-
cially regarding the ecotoxicity of these areas. Since this
contamination is not only restricted to cemetery environ-
ments it can affect a large surrounding area the aforemen-
tioned effect on the environment ends up impacting human
health, a fact that considerably accentuates the need to dis-
cuss the contamination of cemeteries after the COVID-19
pandemic. The approach of this study includes not only the
description of the possible environmental and human health
impacts resulting from the pandemic but also calls for the
need for health and environmental government agencies to
pay more attention to cemeterial contamination.

Cadaverous decomposition processes

The main environmental impact of cemeteries is caused
by the cadaverous decomposition process (Pacheco and
Matos 2000). The nomenclature and the stages of the
body putrefaction process can vary from four to six stages
(Carter and Tibbett 2008). In the so-called fresh or initial
stage of decomposition, there is no overflow of cemetery
leachate; the emphysematous phase (or putrefaction stage)
is marked by the production of organic acids, gases, and
biogenic amines, but without being released into the exter-
nal environment; in the colliquative (or black putrefaction)
stage, cemetery leachate is released due to the rupture of
the skin; saponification (or butyl fermentation) is charac-
terized by the formation of fatty acids in the regions with
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the highest accumulation of triglycerides in the decompos-
ing body; in skeletonization (or dry decomposition), there
is no production of cemetery leachate, however, there is
the degradation of bone structures; the release of minerals
is the last phase, where the remains start to release miner-
als previously present in the tissues (Bornemissza 1957,
Carter and Tibbett 2008; Christensen et al. 2014). The last
phase of the putrefaction process is skeletonizing. This
phase takes days or even years to be achieved, while the
complete disappearance of the corpse can take hundreds
of years (Rodriguez and Bass 1983).

It is worth noting that the entire decomposition process
follows the same stages for corpses, but there are specific
characteristics of both the buried body and the environ-
ment that can interfere with the duration of time between
one phase and another (Ioan et al. 2017). Among these
particularities are clothing, age, body mass, gastric con-
tent, nutritional and hydration status, as well as the cause
of death. The environmental characteristics involve pH,
temperature, humidity, type, and composition of the soil
where the corpse was buried (Vass et al. 2002; Pinheiro
2006; Carter and Tibbett 2008; Ioan et al. 2017; Antonio
et al. 2018).

Increased burials cause greater cemetery
leachate contamination

The main cause of contamination from cemeteries is
the liquid continuously released by putrefying corpses,
called cemetery leachate (Silva and Malagutti Filho 2008).
Cemetery leachate is a more viscous liquid than water,
rich in mineral salts and degradable organic substances,
of grayish-brown color, with an acrid and fetid smell,
polymerizable, with high biochemical oxygen demand
(BOD), and varying degrees of pathogenicity (Matos and
Pacheco 2001; Silva 1995). The cemetery leachate has an
average density of 1.23 g/cm?, high values of conductiv-
ity, a pH ranging from 5 to 9, and temperatures from 23
to 28 °C. For every 1 kg of body weight, about 400 to
600 mL of cemetery leachate are produced. Its compo-
sition is 60% water, 30% mineralized substances, 10%
organic substances, and various metals (Oliveira et al.
2013; Zychowski and Bryndal 2015).

Among the organic compounds present in the cemetery
leachate are the biogenic amines cadaverine (1,5-pentan-
ediamine) and putrescine (1,4-butanediamine), which
are small molecules, produced by the decarboxylation of
amino acids through biosynthesis and enzymatic processes
(Bachrach 2004). These amines are soluble in water, gen-
erate, when degraded, ammonium ions (NH4"), and are

potentially highly toxic (Almeida and Macédo 2005; Melo
et al. 2010).

Toxicity of biogenic amines present
in cemetery leachate

Toxicity of cadaverine and putrescine

Cadaverine (Cad) and putrescine (Put) biogenic amines
are diamines that, in low concentrations, play important
roles in organisms (Bach et al. 2012; KtiZek et al. 2002;
Ramani et al. 2014). They are involved in various natural
biological processes such as brain activity, temperature
and pH regulation, immune responses, cell growth, and
differentiation in different organisms. However, biogenic
amines, in general, can also be considered carcinogenic
due to their ability to react with nitrites to form potentially
carcinogenic nitrosamines (Shalaby 1996). Cad and Put
are amines that have nucleophilic sites, which give them
an easy connection with nucleic acids, lipids, and proteins.
When these amines are in high concentrations, they can
be toxic (Bach et al. 2012; Ladero et al. 2010) by altering
the stability of these molecules (Bloomfield and Wilson
1981; Brysont and Greenall 2000; Hussain et al. 2011;
Schuber 1989).

The toxicity of Cad and Put causes the activation of cat-
abolic processes, which can generate an excessive increase
in hydrogen peroxide (Pegg 2013; Thomas and Thomas
2001). In general, biogenic amines, when undergoing oxi-
dation processes, generate unstable and potentially toxic
compounds, such as aldehydes and hydrogen peroxide.
Hydrogen peroxide is generated in the outer mitochondrial
membranes, causing oxidative damage to mitochondrial
DNA and other biomolecules, in addition to promoting
neurodegenerative damage (Hauptmann et al. 1996; Pegg
2013).

Studies carried out where Wistar rats ingested Cad and
Put indicated that the consumption of Put may be related
to acute harmful effects, such as dilation of the vascular
system, hypotension, and bradycardia (del Rio et al. 2019;
Ladero et al. 2010; Shalaby 1996). In addition, both have
indirect toxic effects that enhance the toxicity of other bio-
genic amines, such as histamine (del Rio et al. 2019; Til
et al. 1997), by facilitating the passage of histamine into
the small intestine, increasing its rate of absorption into
the bloodstream. This is due to the inhibition of detoxi-
fying enzymes (diaminaoxidase and histamine N-methyl-
transferase) involved in the oxidative catabolism of hista-
mine (Al Bulushi et al. 2009; del Rio et al. 2019; Lyons
et al. 1983; Paik Jung and Bieldanes 1979).

A study by Rauscher-Gabernig et al. (2012), on food
contaminated by putrescine and cadaverine diamines,

@ Springer



Environmental Science and Pollution Research

showed that these amines can potentiate the effects of
histamine if ingested simultaneously. Although formed
endogenously and essential for some metabolic pathways,
these diamines are known as precursors of carcinogenic
nitrosamines. Putrescine is a diamine that may also be
involved in tumor growth. However, because there are
few published studies on the toxicological levels of these
substances, the authors claim that the tolerable levels dis-
closed for these amines may be underestimated and are
characterized with some uncertainty.

Association of cadaverine and putrescine amines
with carcinogenic processes in humans

The association of increased synthesis of biogenic amines
with cell proliferation and cancer was first reported in
the late 1960s (Andersson and Heby 1972; Gerner and
Meyskens 2004). The cadaverine and putrescine diamines
present in organisms can be nitrosated or they can act
as precursors to other compounds capable of forming
nitrosamines. Cadaverine produces nitrosopiperidine, and
putrescine produces nitrosopyrrolidine. These compounds
are considered carcinogenic to several animal species and
represent a potential risk to human health (De Mey et al.
2014; del Rio et al. 2019; Ladero et al. 2010; Rauscher-
Gabernig et al. 2012; Shalaby 1996).

Cadaverine is involved in several critical cellular pro-
cesses in living organisms, including the induction of
inflammation and necrosis in living tissues. In high doses,
this diamine is considered a biochemical marker for some
diseases, such as cancer, diabetes, arthritis, and cystic fibro-
sis (Jancewicz et al. 2016; Teti et al. 2002). Fusi et al. (2008)
evaluated the effects of various concentrations of cadaver-
ine on bovine mammary epithelial cells (BME-UV1) and in
three-dimensional primary cultures (3D culture) of mam-
mary parenchyma, also in bovine. The authors observed that,
in both cultures, the lowest concentration of the diamine
(10 mM) induced cell proliferation, while the highest
(50 mM) inhibited proliferation.

Studies by Chen et al. (2015), in human skin fibroblasts,
showed that low concentrations of putrescine (0, 5, 1.0,
5.0, and 10 pg/mL) induced cell proliferation, while higher
concentrations (100, 500, and 1000 pg/mL) inhibited cell
migration and proliferation, leading fibroblasts to apoptosis.

The putrescine polyamine is synthesized through ornith-
ine decarboxylation and the action of the ornithine decar-
boxylase enzyme (ODC). Because this diamine has several
cellular functions and is regulated at various times during
cellular activity (during its synthesis, degradation, absorp-
tion, and efflux), it is very difficult to find consistent evi-
dence about the cellular functions of these diamines. Studies
carried out with this putrescine have turned up controversial
results on the role of ODC in carcinogenesis and apoptosis
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(Thomas and Thomas 2001). Based on this information,
these same authors have suggested that the different actions
of putrescine may be related to the differences inherent to the
cell type involved in the putrescine uptake, thus character-
izing differences in cellular sensitivity to apoptosis (Thomas
and Thomas 2001).

Cemetery leachate chemicals

After burial, chemical, and biological agents are released
from the body caused by chemical substances applied in
the individual’s life, such as chemotherapy, dental implants,
metallic prostheses, among other materials, which end up
contaminating the environment. In addition to these materi-
als for human use, there is also the supply of metallic con-
taminants and coatings used in the manufacture of mortu-
ary urns. Metallic compounds can corrode and infiltrate the
soil and be carried to underground bodies of water near the
burial site (van Allemann et al. 2019). These same authors
also warn that cemeteries are characterized by environments
potentially contaminated by dangerous metals, such as alu-
minum, iron, copper, and zinc. The environment contamina-
tion of cemetery by metals is also described by Aruomero
and Afolabi (2014), who cites the presence of lead, arsenic,
mercury, nickel, copper, cadmium, zinc, silver, bronze, and
chromium. In addition to these metals, most coffins are made
of wood that undergoes a treatment process with preserva-
tives and are subsequently painted and/or varnished for a
longer duration (Gondal et al. 2011). All these components
are easily associated with cemetery leachate, which opti-
mizes its percolation in the soil, its flow into surface waters,
or its leaching into groundwater (van Allemann et al. 2019).

Several factors contribute to the mobility and corrosion
rate of metals related to burials. The most studied factors
are the following: the type of metal present in bodies and
urns; the edaphic conditions in which the body is buried; and
climatic factors, such as temperature and precipitation in the
region. These variables play an important role in relation to
the accumulation, transmission, and corrosion of materials
in cemetery environments (Silva et al. 2020).

According to Jonker and Oliver (2012), a South African
cemetery in Tshwane contains more than 60,000 tombs,
which can release about 108,000 kg of metals from the con-
stituent parts of the coffins into the environment. From the
moment these metals suffer corrosion and are introduced
into the environment, they can accumulate in the short and/
or long-term, and characterize a serious risk to public health
(Bianchi et al. 2011; Dourado et al. 2017; Matsumoto and
Marin-Morales 2004) mainly because their adverse effects
may not be immediately observable and can compromise
the following generations (Paiga and Delerue-Matos 2016).

Another worrying factor, in addition to the release of
metals into the environment, is the embalming process of
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the body (thanatopraxy), a practice commonly undertaken
since Ancient Egypt. In this process, fluid substances that
do not degrade easily are applied (Nogueira et al. 2013).
The thanatopraxy aims to maintain the color, conservation,
and asepsis of the corpse. In this process, fluids are injected,
such as formaldehyde, acetate and potassium nitrate, glyc-
erin, and chrome paint (Souza and Botelho 1999), which are
not degraded in the cadaveric decomposition process and,
therefore, easily pass into the soil and groundwater (Matos
and Pacheco 2001).

During the cadaveric decomposition process, large
quantities of substances with a high degree of toxicity are
released, such as hydrogen sulfide, carbon dioxide, meth-
ane, ammonia, cadaverine, and putrescine. These substances,
in addition to contaminating the soil, can also reach the
groundwater through a leaching process, thus increasing the
potential for environmental impact (da Kemerich et al. 2014;
Neckel et al. 2017; Dalmora et al. 2020).

The cadaverous decomposition process
and contamination by pathogens

After death, the human body becomes the substrate of an
ecosystem composed of several saprophytic microorgan-
isms (Antonio et al. 2018). The microorganisms involved
in the cadaveric decomposition, according to Catkosinski
et al. (2015), can impact the environment and also pose a
risk to human health.

The decomposition process is initiated by enterobacteria
from the body itself, which overtake the intestinal epithe-
lium and invade adjacent tissues (Carneiro 2008). Gram-
negative enterobacteria present in the decomposition pro-
cess have also been found in the cemetery leachate (Antonio
et al. 2018). Among the bacteria of the cemetery leachate
are the genera Clostridium and Salmonella, in addition to E.
coli, bacteria that are involved with diseases such as tetanus,
typhoid fever, gas gangrene, and dysentery.

Studies by several authors (Kandoli et al. 2019; Rodrigues
and Pacheco 2003) show that there is a high level of
microbial contamination in groundwater samples collected
in the vicinity of cemeteries (Kandoli et al. 2019; Rodrigues
and Pacheco 2003; Zychowski and Bryndal 2015). It was
also observed that the survival of these pathogens can
vary in the soil. Specific characteristics of the soil, such
as permeability, aeration, humidity, and nutrition factors,
alter the effectiveness of microorganism retention (Silva and
Malagutti Filho 2008). Some more resistant microorganisms
can survive for more than 5 years in the soil, under favorable
environmental conditions, and, during this period, they can
mobilize and reach and contaminate aquifers (Zychowski and
Bryndal 2015). Research carried out in tropical countries
shows an influence of climatic and edaphic conditions on the

biological contamination of the environment (Ourives et al.
2017). An example of this is that environmental samples
collected in Brazilian and South African cemeteries showed
higher levels of pathogens than samples collected in colder
environments (Zychowski and Bryndal 2015).

Studies on the migration potential of bacteria and viruses,
carried out by Pacheco and Matos (2000) on samples
collected in cemetery environments, show that viruses have
a greater capacity for mobility in the soil when compared
to bacteria. Few studies have analyzed virus contamination
in necropolises; however, the presence of adenoviruses and
enteroviruses has already been detected in water samples
collected in these environments. It is worth mentioning
that, in the places where the graves were closer to the water
table, the level of contamination was higher (Zychowski and
Bryndal 2015).

Prescott et al. (2015) carried out a relevant study on the
stability of the Ebola virus, after the outbreak that started in
2014 in West Africa. In this study, the authors evaluated tis-
sue samples from five monkeys that died from being infected
by the virus, to ascertain the stability and transmissibility of
the virus, as well as the presence of viral RNA in these sam-
ples. It was possible to detect, using the RT-PCR technique,
the presence of the virus in the different samples, for up to
3 weeks after the death of the primates. They detected the
virus was viable and replicating within a cell culture, dem-
onstrating its viability for up to 7 days after the euthanasia
of the animals (Prescott et al. 2015).

Currently, the outbreak of infection of the new coronavirus
has become a risk on a global level, due to its speed in both
contamination and spread throughout the world. The survival
time of this virus in the corpse, after burial, is still uncertain
(Calmon 2020), which makes this scenario more worrying,
because, in cities whose water and wastewater treatment
plants are flawed, the population can be directly exposed to
the biological material leached from the cemetery leachate,
increasing the risk of contamination (Nascimento 2020).

Although an improvement in the US and Chinese air qual-
ity was reported during the COVID-19 pandemic (Shakoor
et al. 2020), an increase in the mortality rate, and hence
the number of burials, is most likely negatively altering the
quality of other environmental matrices, such as soil and
groundwater. Thus, the need to assess the impact of cem-
etery environments and the impairment of this type of con-
tamination on human health is pertinent.

SARS-CoV-2 survival time in different
environments

While some researchers related the transmissibility of the
virus to meteorological factors, such as temperature and
humidity (Dogan et al. 2020; Shahzad et al., 2020a, b; Sarwar
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et al. 2021), others have already estimated the survival time
of SARS-CoV-2 in different environments and environmen-
tal conditions. Seetulsingh et al. (m2020) reported a case of
a patient who died on suspicion of COVID-19 and, due to
an administrative delay, the autopsy was performed 27 days
after his death. During this period, the body was kept at a
temperature of 4 to 6 °C. After that period, PCR analysis
for COVID-19 and histological analysis of lung tissue were
performed. Since these analyses confirmed that the patient’s
cause of death was from COVID-19, it was not necessary
to carry out other internal studies. This case was the first
study to detect the virus in lung tissue, carried out well after
the patient’s death. Thus, from this study, it was possible to
infer that the virus can persist and remain viable in cadavers,
which alerted the medical-scientific community to the need
for the proper use of personal protective equipment (PPE), for
handling bodies affected by COVID-19 or when conducting
postmortem examinations.

Some studies carried out with the aim of mitigating
the COVID-19 pandemic have shown that the survival
of SARS-CoV-2 is dependent on the type of surface it is
attached to. Hirose et al. (2020) evaluated the stability
of SARS-CoV-2 on human skin obtained from forensic
autopsies and identified that the SARS-CoV-2 strain can
remain alive for up to 9 h on human skin. This extended
permanence on the skin allows for an increased risk of
self-contamination and transmission to other surfaces and
even to other people. In that same study, the difficulty in
carrying out the same type of study on the skin of living
people, as it is a highly infectious agent, was highlighted.
However, some authors (Hirel et al. 1996; Boekema et al.
2015; Akutsu et al. 2019) cite that autopsy performed on
the skin of individuals 24 h after their death can serve as
a model for a better understanding of the viability of the
virus in humans.

van Doremalen et al. (2020) analyzed the stability of
SARS-CoV-2 in aerosol, plastic, stainless steel, copper,
and cardboard, at temperatures ranging from 21 to 23 °C
and 40% humidity. SARS-CoV-2 remained viable in aero-
sols for 3 h, on plastic for up to 72 h, and on stainless steel
for 8 h. On copper, SARS-CoV-2 was no longer detected
after 4 h of contamination, and on cardboard, no viable
SARS-CoV-2 was observed after 24 h. With these data, it
is possible to affirm that the transmission of SARS-CoV-2
can happen through aerosol and by human contact with
contaminated surfaces because the virus can remain viable
and infectious for hours in aerosols and for days on solid
surfaces.

Temperature is one of the main factors that influence
the survival of the virus. High temperatures can cause
protein denaturation and increase the activity of extra-
cellular enzymes. Temperature can be a denaturant fac-
tor for proteins since it can break hydrogen bonds leading
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to an alteration in the sites for these macromolecules. As
described by Wang et al. (2004), viral proteins can be
denatured by heat. Both the N-proteins (nucleocapsids)
and the viral S proteins (membrane proteins), when in a
phosphate-buffered saline buffer, begin to unfold at 35 °C,
and exhibit complete denaturation at 55 °C. The author
also mentions that these SARS-Cov-2 proteins are irre-
versibly denatured by heat. This denaturation begins when
the medium reaches 35 °C and is completed in 10 min at
55 °C. In addition to this factor, exposure to light, the pres-
ence of organic matter, and other microorganisms can also
interfere with coronavirus survival (Gundy et al. 2009;
Naddeo and Liu 2020).

SARS-CoV-2 is composed of a protein capsid, genetic
material, and an enveloping lipid membrane, derived from
the host cell. This virus infects animal cells and replicates in
the cytoplasm of those cells (Spriggs et al. 2019) . Although
the membrane gives this virus greater ease of entry into
host cells (endocytosis) (Spriggs et al. 2019), this envelope
is fragile and, in general, is less stable in an environment
contaminated by oxidizing agents, such as chlorine. Stud-
ies have shown that this pathogen survives 2 days (20 °C)
in water not treated with chlorine and in untreated hospi-
tal sewage. Thus, the characteristics of the effluents from
water treatment facilities influence the survival time of the
virus (Rolemberg et al. 2020; WHO 2020a). Medema et al.
(2020) analyzed the sewage networks of two hospitals in
the Netherlands and, in both sewers, the presence of SARS-
CoV-2 was detected. Wu et al. (2020) observed, in March
2020, a high concentration of the virus in wastewater from
a Massachusetts wastewater treatment plant. Therefore,
the efficiency of the disinfection process used in water and
wastewater treatment plants is of crucial importance for the
inactivation and, consequently, the removal of this pathogen
from the effluents of the treatment plants (Rollemberg et al.
2020). This concern is supported by Fareed et al. (2020),
who mention that the countries with the greatest environ-
mental quality problems are listed as the ones with the high-
est number of deaths from COVID-19.

The studies discussed above reinforce that water trans-
mission in environments contaminated by SARS-CoV-2
can aggravate transmission potential. The evaluations per-
formed up until now are still insufficient in elucidating the
extent of this type of contamination, since little research
has been carried out on the survival time of this virus in a
post-mortem situation and on the risks of human exposure
during that period. Considering the increase in the mortal-
ity rate, as a result of the increase in the number of people
contaminated by SARS-CoV-2, the need to discuss and
evaluate the environmental and public health impacts of
environments potentially contaminated by SARS-CoV-2 is
evident, including in cemetery environments.
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Contamination of soils, groundwater,
and surface waters by cemeteries

The overflow of cemetery leachate, the main pollutant in
cemeteries, resulting from the decomposition of corpses,
reaches the soil and causes, in addition to an increase in
microbial activity, an increase in the levels of nitrogen, phos-
phorus, mineral salts, and electrical conductivity (Kemerich
et al. 2012; Silva and Malagutti Filho 2008; Zychowski and
Bryndal 2015).

Soil contamination is dangerous to human health and
environmental quality and, because it is often visually
imperceptible, can be characterized as a hidden danger
(Rodrigues-Eugenio et al. 2018). A type of mechanical fil-
tration can occur in the soil, which retains larger particles,
such as bacteria and viruses. Viruses can attach themselves
to the soil due to the electrical charges of mineral particles.
Although this fixation may not be permanent, it can result
in significant health problems (Nascimento 2020; Pacheco
2017).

As already mentioned, another alarming and high-risk
factor is the contamination of groundwater, which occurs
through the percolation of the cemetery leachate into the
unsaturated area of the soil. The contamination dynamics,
which can be initiated, for example, by graves that have
cracks, depends on the type of soil where the cemeteries
are installed. Cemeteries with more sandy substrates have
a greater potential for contamination, as they have more
porous and permeable soils, while soils classified as clayey
have a greater capacity for cemetery leachate retention, as
they are more compact and impermeable (Campos 2007;
Silva and Malagutti Filho 2008).

When the leachate of cemeteries reaches the aquifers,
these groundwaters become vehicles of contamination, and
its spreads to external areas as the vicinity of the cemeteries
(Pacheco 2017). Such contamination poses risks to the envi-
ronment since groundwater is important for the balance of
the planet. As these waters flow slowly to lakes, rivers, and
oceans, it is extremely difficult to recover a contaminated
aquifer (Giampa and Gongalves 2005). Another complica-
tion is the fact that groundwater can often be used to supply
the population, putting people’s health at risk, as is the case
with residents in the vicinity of cemeteries, who end up con-
suming polluted water, resulting in negative consequences
on their health (Pacheco 2017).

Surface waters can also be impacted by necropolises. In
cemeteries that do not have an efficient drainage system,
where the land is waterproofed by tombs and by paving
the streets, there is an impediment to draining rainwater,
which can accumulate on the site. These waters can then
flood tombs, drain, and reach areas outside the cemetery,
transporting contaminants to the urban rainwater network

and, consequently, to water bodies in the region (Silva and
Malagutti Filho 2008). Due to these contamination possibili-
ties, there is a need to adequately structure the cemeteries, so
that these environments are prepared to receive the corpses,
without causing impacts on water resources and the sur-
rounding urban areas (Neckel et al. 2017).

Water is an indispensable natural resource for the sur-
vival of life on the planet. Its quality is closely related to
environmental quality and public health (Westall and Brack
2018). As evidenced by Pacheco (2017), the lack of sanita-
tion and the consequent contamination of water results in
high rates of hospitalizations and deaths as is seen in devel-
oping countries.

Among anthropic sources, cemeteries are the most
asymptomatic, silent, and continuous sources of water con-
tamination (Pacheco 2017). This is extremely concerning,
due to the fact that the population is unaware of the polluting
potential of the by-products of cadaverous decomposition
happening in these environments (Anjos 2013). Due to this
lack of knowledge, there may be negligence in relation to
the necessary care when handling soils in these places or
when using groundwater, which is influenced by this type of
contamination, for supply (wells). In addition to these pub-
lic health problems, the contamination of natural resources,
such as soil and water, is also extremely harmful to the envi-
ronment, since, with population growth, these resources are
already scarce and more degraded (Tormen et al. 2016).
Fagundes et al. (2020) points out that water is a resource
that is becoming increasingly scarce, both in quantity and
quality. The author mentions that a good part of the water
available for consumption is extracted from groundwater and
that these waters correspond to about 30% of all freshwater
on the planet, reinforcing the need for its conservation.

Cemeteries are a significant global source of pollution
since they contribute to the introduction of physical, chemi-
cal, and biological agents exogenous to the environment,
which, consequently, compromises the health of both the
population living in proximity to them (Nogueira et al. 2013;
Neckel et al. 2016, 2017) and the use of the water contami-
nated with its by-products.

Increase in mortality

The number of deaths from the COVID-19 pandemic is
being considered a negative and frightening milestone in
human history. Due to the lack of efficient treatment, and
the delay in large-scale vaccinations, protective measures
such as social distancing, strict personal, and object hygiene,
as well as the use of personal protection equipment (PPE),
have been adopted and recommended worldwide. As can be
seen in Tables 1 and 2, the deaths registered for COVID-19
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Table 1 Number of confirmed deaths from COVID-19 in the 5 conti-
nents, registered from March 16 (2020) to January 20 (2021)

Region COVID-19 deaths Death proportion
America 984,625 47.46%

Europe 646,760 31.17%

Asia 360,646 17.38%

Africa 81,756 3.94%

Oceania 945 0.05%

Total 2,074,732 100.00%

Source: European CDC—Situation Update Worldwide—Our-

WorldInData.org/coronavirus (Roser et al. 2021)

vary considerably according to the country or region con-
sidered. This variation is related to the speed with which
strategies are implemented in mitigating the spread of the
disease, such as carrying out diagnostic tests in the popula-
tion and the determination and encouragement of effective
social isolation.

According to the data, the American continent has the
majority of COVID-19 confirmed deaths, corresponding to
47.46% of the total global value. A few American countries
(USA, Brazil, and Mexico) lead the world numerical ranking
for cases of death by COVID-19, as can be seen in Table 2.

According to current data on the mortality rate of the
SARS-CoV-2 infection, the country that draws the most
attention is the United States of America (USA), which
leads in deaths (407,565) and confirmed cases (27,690,000),
despite the low mortality rate (1.7%) compared to the world
average (2.1%). The cases of deaths from COVID-19 in this
country correspond to 19.57% of the total deaths world-
wide (Table 2). Brazil ranks second in the number of dead
(212,831) and third in confirmed cases (9,870,000), behind
the USA and India (10,930,000). The Brazilian mortality
rate is 2.5%, slightly above the world average. Mexico’s situ-
ation is concerning since they reached a total of 144,000
deaths in January 2021 and a mortality rate of 8.5%, much
higher than the global rate (Table 2).

Considering Latin America, the numbers show more
virus dissemination and deaths in the South (Table 3).

Table 2 Total confirmed
cases of COVID-19 and case

Total deaths

Total cases Case fatality rate

fatality rate of countries ranked 1 United States 407,565

e A S B

(2020) to January 20 (2021) 3 India 152,869
4 Mexico 144,371
5 United Kingdom 93,469
6 Italy 83,681
7 France 71,792
8 Russia 66,214
9 Iran 57,057
10  Spain 54,637
11  Germany 50,010
12 Colombia 49,792
13 Argentina 46,216
14  Peru 39,044
15 South Africa 38,854
16  Poland 34,141
17 Indonesia 26,857
18 Turkey 24,487
19  Ukraine 22,264
20 Belgium 20,572
21 Canada 18,567
22 Chile 17,594
23 Romania 17,485
24  Czechia 14,820
25  Portugal 9,465

World 2,410,000

1 United States 27,690,000 1 Mexico 8.5%
2 India 10,930,000 2 Iran 4.2%
3 Brazil 9,870,000 3 Peru 3.6%
4 United Kingdom 4,060,000 4 Italy 3.5%
5 Russia 4,040,000 5 Belgium 3.0%
6 France 3,530,000 6 Indonesia 2.9%
7 Spain 3,090,000 7 South Africa 2.8%
8 Italy 2,730,000 8 United Kingdom 2.7%
9 Turkey 2,590,000 9 Chile 2.6%
10 Germany 2,350,000 10 Colombia 2.5%
11 Colombia 2,200,000 11 Canada 2.5%
12 Argentina 2,030,000 12 Argentina 2.5%
13  Mexico 2,000,000 13 Romania 2.5%
14 Poland 1,590,000 14  Brazil 2.5%
15 Iran 1,530,000 15 Germany 2.4%
16 South Africa 1,490,000 16 France 2.4%
17  Ukraine 1,320,000 17 Poland 2.4%
18 Peru 1,240,000 18 Spain 2.3%
19 Indonesia 1,220,000 19 Russia 1.8%
20 Czechia 1,090,000 20  Ukraine 1.8%
21 Canada 832,375 21  United States 1.7%
22 Portugal 787,059 22  Czechia 1.6%
23  Chile 779,541 23 Portugal 1.6%
24 Romania 763,294 24 India 1.4%
25 Belgium 739,488 25  Turkey 1.0%

World 109,160,000 World 2.1%

Source: European CDC—Situation Update Worldwide—OurWorldInData.org/coronavirus (Roser et al.

2021)

@ Springer



Environmental Science and Pollution Research

Table3 Number of deaths confirmed from COVID-19 in Latin
American countries, registered from March 16 (2020) to January 20
(2021)

Country COVID-19 Confirmed cases Mortality rate
deaths

Brazil 212,831 8,640,000 2.5%
Mexico 144,371 1,690,000 8.5%
Colombia 49,792 1,960,000 2.5%
Argentina 46,216 1,830,000 2.5%
Peru 39,044 1,070,000 3.6%
Chile 17,594 680,740 2.6%
Ecuador 14,437 234,315 6.2%
Bolivia 9,764 193,745 5.0%
Guatemala 5,343 151,324 3.5%
Honduras 3,406 136,989 2.5%
Paraguay 2,556 124,447 2.0%
El Salvador 1,521 51,437 3.0%
All countries 560,056 17,704,073 3.2%

of Latin

America

Only countries with> 1,000 deaths and with>2.0% of mortality rate
are listed. Source: European CDC—Situation Update Worldwide—
OurWorldInData.org/coronavirus (Roser et al. 2021)

Regarding the data from Latin America, it is possible
to observe that in several countries, the mortality rates are
above the world rate, registered as 2.1%. Among the coun-
tries listed in Table 3, Mexico, Ecuador, and Bolivia are
those with the highest mortality rate (8.5%, 6.2%, and 5.0%,
respectively). However, as the largest and most populous
country in this region, Brazil leads the number of deaths and
cases confirmed by COVID-19 (212,831 and more than 8.5
million, respectively).

Pandemic data from Brazil

According to Roser et al. (2021), Brazil has approximately
8.64 million COVID-19 confirmed cases. Comparing this
data with the total population (approx. 212.56 million), 4.0%
of the population was contaminated by the coronavirus.
However, compared with the total number of contaminated
people around the world (96.86 million), this rate rises to
8.92%. Comparing the numbers of cumulative confirmed
COVID-19 deaths, Brazil registered 212,831 among 2.07
million deaths around the world, resulting in 10.28% of the
death toll. It is important to note that the Brazilian popula-
tion comprises only 2.72% of the world population.

In order to estimate the increase in the number of deaths
in Brazil, the records from March 16 to December 31, 2020,
were compared with the same time interval as in the year
2019. To assess the effects of COVID-19, in relation to the

Table 4 Deaths related to respiratory diseases, recorded from March
16 to December 31, for the years 2019 and 2020

Death cause Year Variation
2019 2020
Other (not respiratory-related ~ 532,718.0 556,648.0 4.49%
cause)

Respiratory insufficiency 81,592.0 79,069.0 -3.09%
Pneumonia 185,229.0 138,688.0  -25.13%
Sepsis 140,194.0 126,866.0 -9.51%
Undetermined 5,705.0 8,109.0 42.14%
SARS 1,265.0 16,279.0 1,186.88%
COVID-19 0.0 195,598.0 -
Total 946,703.0 1,121,257.0 18.44%

SARS, severe acute respiratory syndrome; COVID-19, coronavirus
disease 2019. Source: Central de Informagdes do Registro Civil—
CRC Nacional, Brazil (Arpen 2021)

possible worsening of more specific symptoms, data on
deaths from respiratory causes and heart disease was col-
lected, as shown in Tables 3 and 4, respectively.

From the analysis carried out between the values of the
two tables (4 and 5), it is possible to observe an increase of
approximately 18.44% in the number of deaths from 2019
to 2020, for the same period. However, there are several
variations regarding the registered causes. Table 4 shows
a significant decrease in the number of deaths caused by
respiratory insufficiency, pneumonia, and septicemia. On
the other hand, there was a considerable increase in deaths
from undetermined causes and severe acute respiratory
syndrome, in addition to deaths from COVID-19. Table 5

Table 5 Deaths related to respiratory and cardiac diseases, recorded
from March 16 to December 31, for the years 2019 and 2020

Cause of death Year Variation
2019 2020

Other (not cardiac-related 368,694.0 375,973.0 1.97%
cause)

Respiratory insufficiency 69,251.0 64,752.0 -6.50%

Pneumonia 159,500.0 117,810.0 -26.14%

Sepsis 123,319.0 110,791.0  -10.16%

Undetermined 5,516.0 7,558.0 37.02%

SARS 1,265.0 16,279.0 1186.88%

Stroke 80,831.0 80,715.0 -0.14%

Heart Attack 80,497.0 73,954.0 -8.13%

Unspecific cardiovascular 57,830.0 77,827.0 34.58%
causes

COVID-19 0.0 195,598.0 -

Total 946,703.0 1,121,257.0 18.44%

SARS, severe acute respiratory syndrome; COVID-19, coronavirus
disease 2019. Source: Central de Informagdes do Registro Civil—
CRC Nacional, Brazil (Arpen 2021)
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also shows a decrease in the number of deaths for specific
heart diseases, such as stroke and heart attack, while the
values for other unspecific cardiovascular diseases have
increased. In the database used (Arpen 2021), unspecific
cardiovascular diseases were considered: sudden death or
cardiorespiratory arrest, arterial hypertension, heart fail-
ure, dilated cardiomyopathy, atrioventricular block, car-
diac arrhythmia, supraventricular tachycardia, ventricular
tachycardia, atrial fibrillation, bradyarrhythmia, and car-
diogenic shock associated with ischemic disease.

These observations may be due to insufficient testing
for COVID-19, which must be masking the real effects of
the pandemic on the Brazilian population, in terms of the
number of infected and consequently of deaths. This situ-
ation is probably happening in other developing countries
around the world. For the analysis of the effects of the
pandemic on the Brazilian states (Table 6) and the geo-
graphic regions of Brazil (Table 7), several factors should
be considered.

While the Southern region has had little change in the
number of deaths recorded for 2019 and 2020, the other
regions showed significant increases for the same period
considered. Comparing the data, it is possible to highlight
that the increases for the North, Midwest, and Northeast
regions (31.36%, 26.21%, and 21.23%, respectively) were
the most expressive recorded in Brazil (Table 7).

The increase recorded in the North of Brazil was due to
the variations observed for the states of Amazonas (43.37%),
Para (33.38%), and Roraima (25.40%). With the exception
of the states of Acre, Amap4a, Ronddnia, and Tocantins, the
others increased more than 25.00% (Table 6). The capital of
Amazonas, Manaus, already at the beginning of April, had
declared the collapse of the healthcare system, where 95% of
the 293 ICU beds were occupied (Calmon 2020). Recently,
this Brazilian state faced an even worse scenario of health
system collapse. After increasing the number of beds, 100%
of the ICU beds in the state were occupied, and there was a

Table 6 Deaths cited in each of

= Brazilian states COVID-19 deaths Total deaths per year Difference Variation

the Brazilian states, from March 2019-2020 2019-2020

16 to December 31, for the

years 2019 and 2020 Acre 805.0 2,882.0 3,515.0 633.0 21.96%
Alagoas 2,377.0 13,547.0 15,573.0 2,026.0 14.96%
Amapa 805.0 1,984.0 2,373.0 389.0 19.61%
Amazonas 2,974.0 10,431.0 14,955.0 4,524.0 43.37%
Bahia 8,790.0 54,916.0 65,857.0 10,941.0 19.92%
Ceara 9,850.0 31,407.0 43,419.0 12,012.0 38.25%
Distrito Federal 3,971.0 11,405.0 14,786.0 3,381.0 29.64%
Espirito Santo 5,397.0 18,799.0 22,877.0 4,078.0 21.69%
Goias 7,250.0 24,579.0 31,121.0 6,542.0 26.62%
Maranhio 2,778.0 15,166.0 20,774.0 5,608.0 36.98%
Mato Grosso 3,162.0 11,009.0 14,676.0 3,667.0 33.31%
Mato Grosso do Sul 2,438.0 12,523.0 14,535.0 2,012.0 16.07%
Minas Gerais 14,443.0 97,034.0 114,389.0 17,355.0 17.89%
Para 5,464.0 18,687.0 24,924.0 6,237.0 33.38%
Paraiba 3,100.0 20,293.0 22,436.0 2,143.0 10.56%
Parana 9,907.0 52,960.0 58,483.0 5,523.0 10.43%
Pernambuco 7,747.0 47,545.0 56,808.0 9,263.0 19.48%
Piaui 1,687.0 10,242.0 10,789.0 547.0 5.34%
Rio de Janeiro 28,409.0 111,674.0 137,554.0 25,880.0 23.17%
Rio Grande do Norte 2,308.0 12,671.0 14,255.0 1,584.0 12.50%
Rio Grande do Sul 9,387.0 68,960.0 71,929.0 2,969.0 4.31%
Rond6nia 1,493.0 5,666.0 7,011.0 1,345.0 23.74%
Roraima 684.0 1,827.0 2,291.0 464.0 25.40%
Santa Catarina 5,469.0 31,383.0 35,705.0 4,322.0 13.77%
Sao Paulo 51,944.0 246,017.0 285,841.0 39,824.0 16.19%
Sergipe 2,123.0 8,993.0 10,469.0 1,476.0 16.41%
Tocantins 890.0 4,122.0 4,828.0 706.0 17.13%
Total 195,652.0 946,722.0 1,122,173.0 175,451.0 18.53%

Source: Central de Informagdes do Registro Civil—CRC Nacional, Brazil (Arpen 2021)
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Table 7 Deaths recorded in

ol . Region Deaths

each Brazilian geographic

region, from March 16 to 2019 2020 Variation

September 15, for the years

2019 and 2020 Total Other COVID-19 Total
North 45,599.0 46,782.0 13,115.0 59,897.0 31.36%
Northeast 214,780.0 219,620.0 40,760.0 260,380.0 21.23%
Midwest 59,516.0 58,297.0 16,821.0 75,118.0 26.21%
Southeast 473,524.0 460,468.0 100,193.0 560,661.0 18.40%
South 153,303.0 141,354.0 24,763.0 166,117.0 8.36%
Total 946,722.0 926,521.0 195,652.0 1,122,173.0 18.53%

Source: Central de Informagdes do Registro Civil—CRC Nacional, Brazil (Arpen 2021)

depletion in the number of oxygen tanks, which is necessary
to ventilate patients (MSF 2021).

In relation to the Northeast region of Brazil, the states
of Alagoas (14.96%), Ceara (38.25%), Maranhdo (36.98%),
Pernambuco (19.48%), and Bahia (19.92%) reported the
highest increase in the number of deaths (Table 6). Accord-
ing to Fiocruz Pernambuco (2020), there is a higher inci-
dence of deaths in the North and Northeastern Brazilian
states and, as regions of low socioeconomic development,
the effects of the disease were more devastating.

A history of the spread of COVID-19 in Brazil considers
that the disease reached the country in more developed areas,
due to the fact that SARS-CoV-2 was introduced by travel-
ers who circulated in China, Europe, and the US. As the
disease progressed to the interior of the states and reached
poorer regions, the impact of the disease on the population
increased (Fiocruz Pernambuco 2020). Also, according to
data from this Brazilian health institution (Fiocruz Pernam-
buco), the Northern and Northeastern regions of Brazil,
which have the lowest socioeconomic development in the
country, were the most negatively impacted by the disease
and saw the greatest socioeconomic problems. These data
are corroborated by Igbal et al. (2020), where the authors
state that the most important factor to be considered in
containing the spread of the disease in the Wuhan region
(China) was the socioeconomic factor.

The Southeast is the region with the highest number of
deaths (Table 6) and the highest population density in the
country. The state of Sao Paulo and its capital were already
considered the epicenter of the disease in Brazil (Calmon
2020; El Pais, 2020). However, Manaus, the capital of the
state of Amazonas, is now considered the main region of
COVID-19 in Brazil (MSF 2021).

The concern over the increase in the number of COVID-
19 cases identified in Manaus (Amazonas state—Brazil),
until November 2020, intensified even more after the emer-
gence in the region of a new variant, called VOCP.1 (Vari-
ant Of Concern P.1). This new variant, which appeared at
the end of December 2020 (identified in January 2021),

was responsible for the second wave of cases of the dis-
ease, causing collapse both to the healthcare system and
hospitals in the region of Manaus. This new SARS-CoV-2
variant presents important mutations that make the virus
more transmissible (superior to other strains, with higher
risks of reinfection) and more aggressive, as the worsening
in patients’ symptoms is faster (Singanayagam et al. 2020;
Faria et al. 2021). For this reason, Brazil today stands out
on the world stage as being the new worldwide epicenter of
the dissemination of SARS-CoV-2 VOCP.1.

The SARS-CoV-2 VOCP.1 variant spread rapidly
throughout Brazil, reaching 17 of the 27 Brazilian states
(CNN 2021). The World Health Organization (WHO 2021)
stated in its epidemiological report on COVID-19 that the
Manaus variant has already reached eight countries (Bra-
zil, Japan, United States, United Kingdom, Italy, Germany,
South Korea, and Ireland). Thus, SARS-CoV-2 VOCP.1
is today one of the biggest global concerns in relation to
COVID-19.

Management of bodies and transmission
of SARS-CoV-2 after death

Transmission of infectious diseases can occur during the
handling of bodies and also through contact with contami-
nated hospital equipment, especially when there are no
properly trained personnel or personal protective equipment
(PPE) is absent or inadequate (Calmon 2020).

Although the lethality of SARS-CoV-2 is low (on average
3.0 to 4.0%) (Fineschi et al. 2020; WHO 2020a) for doc-
tors and other health professionals, since they are exposed
to a higher viral load, they are more subject to the risks
associated with this etiologic agent. For this reason, these
professionals must strictly follow self-protection recommen-
dations to avoid contamination. Due to the ease with which
the disease spreads, the World Health Organization (WHO
2020a) released basic guidelines for the proper management
of those who died from COVID-19.
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The WHO document provides instructions for handling
the bodies of COVID-19 victims in order to prevent leakage
of body fluids and the spread of the virus. In Brazil, the bod-
ies that will be transported for burial or cremation must have
all orifices sealed, must be covered with fabric (sheets), and
be placed in an appropriate waterproof bag. Then, a second
bag must be used after be cleaned with 70% ethanol, a chlo-
rinated solution (0.5 to 1.0%), or with some other sanitizer
authorized by ANVISA, the Brazilian health surveillance
agency (Brasil 2020) . The WHO guidelines do not require
the use of impervious bags for the corpses of COVID-19
but recommend them only in cases of excessive leakage of
bodily fluids or in the absence of refrigerated morgues, and
especially in countries with hot weather. A second bag is
only recommended if burial exceeds 24 h after death or if
burial or cremation cannot occur within the next 24 to 48 h
(WHO 2020b). Even with all the added precautions for the
proper transport of the dead by SARS-CoV-2, another prob-
lem that can aggravate the spread of the disease occurs when
the cause of death is documented with unknown origin, due
to the delay in testing to confirm the infection. This lack of
information compromises the performance of adequate body
management procedures and increases the risk of contamina-
tion of personnel who manage these deaths (Calmon 2020).

Other publications have released relevant policies and
some suggestions for safety protocols involving Covid-19,
with information and detailed guidelines for professionals
involved in handling the bodies of people with suspected or
proven cause of death as COVID-19 (Finegan et al. 2020;
Fineschi et al. 2020). However, in addition to the concern
for the health of these people, the increase in the number of
deaths and, consequently, burials, is concerning for public
and environmental health.

In Brazil, more specifically in the state of Amazonas,
6,268 deaths were recorded between April, May, and June
2020, whose bodies were either buried or cremated. Of the
5,246 burials (83.6% of those killed), 2,435 occurred in
April, 1,899 in May, and 912 in June. The number of buri-
als recorded for the same period in 2019 was 871 for April,
860 for May, and 842 for June, totaling 2,573 deaths for the
same period. Comparing the data from these two years, it
can be seen that, in 2020, there was an increase of 179.5%,
120.8%, and 8.31%, for the months of April, May, and June,
respectively (D24AM 2020). In Cuiaba, the Brazilian state
of Mato Grosso, a daily average of 20 burials was recorded
in 2020, an increase of 300.0% when compared to the values
recorded in the same period of 2019 (Garcia 2020).

As previously mentioned, viruses have a high capacity for
survival, mobility, and contamination. In the case of SARS-
CoV-2, professionals working in cemeteries must follow the
same biosafety rules against infectious diseases adopted in
hospital environments (Nascimento 2020). Since the time
that the virus can remain in the corpse is uncertain, there is
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a potential risk of contamination for both the family of the
deceased and for the agents of the funeral services (Neckel
et al. 2017).

According to Finegan et al. (2020), burial in individual
graves is the best strategy to be adopted for the disposal of
the bodies affected by COVID-19, taking into account the
care described above to avoid carrying remnants of decom-
position of the bodies to groundwater. In addition, if the
family opts for the exhumation process, the professionals
involved in this process must follow the necessary care, from
the preparation of the body to the correct disposal of waste
(Neckel et al. 2017). Many other guidelines exist for the
transport, handling, and preparation of bodies, as well as the
use of PPE that enhance the protection of professionals and
can be found in the manual prepared by the Pan American
Health Organization, in collaboration with the International
Committee of the Red Cross (Cordner et al. 2016).

Due to the high number of deaths by COVID-19 in the
world, it is necessary to pay more attention to the correct
handling and disposal of the bodies affected by the virus, as
well as to ensure the adequacy of cemetery facilities, so that
these environments are in compliance with public health and
environmental quality laws.

Final considerations

The cadaveric decomposition generates a liquid with
toxic potential, called the “colliquation” or cemetery lea-
chate product, which impacts both human health and the
environment.

Cemetery leachate is a viscous liquid with a brownish-
gray color and a strong odor, composed of 60% water, 30%
mineral salts, and 10% organic substances. Among the
inorganic compounds of the cemetery leachate are ions of
nitrogen, phosphorus, Cl, HCO®~, Ca**, Na* and metal-
lic compounds of Ti, Cr, Cd, Pb, Fe, Mn, Ni. Among the
organic compounds are biogenic amines, such as cadaverine
and putrescine, which are toxic substances and potentially
carcinogenic. The cemetery leachate still contains a range
of microorganisms and viruses, which gives this liquid a
worrying pathogenic potential.

Due to the liquid characteristic of the cemetery leachate,
it can seep into the soil and carry with it both its chemical
compounds and the biological agents present, thus contami-
nating, in addition to the soil, the ground and surface waters
of the region impacted by its presence.

Environmental contamination resulting from the cadaver-
ous decomposition that takes place in cemeteries can lead
to considerable impacts in the most diverse environmental
networks, and also to serious risks to human health.

Due to the high number of deaths resulting from the nega-
tive effects of the COVID-19 pandemic; the dangers that
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decomposing bodies pose to the contamination of soils and
water resources; and the possible transfer of pathogens from
cadavers, such as viruses and bacteria, to the environment,
the importance of strictly following the pre-established pro-
tocols and procedures for the burial of bodies contaminated
with COVID- 19, and to assess the infrastructural conditions
of the cemetery environments that are receiving this large
number of victims of this pandemic. These precautions are
essential to prevent contamination in the work environment
and ensure the health of employees, visitors, and the popula-
tion residing in the vicinity of these environments, or even
people who make use of groundwater for subsistence, with
the possibility of contamination resulting from leaching that
occurs in cemeteries.

Author contribution LRG was responsible for reviewing environmental
contamination in cemeteries, but also for writing, editing, and translat-
ing the manuscript. MMR acted in the conceptualization and was the
major collaborator to review the COVID-19 pandemic data and in writ-
ing the manuscript. APAB collaborated in reviewing and writing about
cemetery leachate chemicals and contamination by pathogens. GSC
and GBB were contributors in review and writing about contamination
of soils, groundwater, and surface waters by cemeteries. LSG made
the review about cadaverous decomposition processes, wrote this sec-
tion, and corrected the manuscript layout. LRS contributed to review
and writing about the toxicity of biogenic amines present in cemetery
leachate. MAMM acted in the supervision, conceptualization, writing,
and revision of the entire manuscript. All authors read and approved
the final manuscript.

Declarations

Ethics approval This contribution is a review and does not warrant an
ethical statement.

Consent to participate This article does not contain any studies with
human participants or animals performed by any of the authors.

Consent for publication Not applicable.

Conflict of interest The authors declare no competing interests.

References

Akutsu T, Tkegaya H, Watanabe K, Miyasaka S (2019) Immunobhis-
tochemical staining of skin-expressed proteins to identify exfo-
liated epidermal cells for forensic purposes. Forensic Sci Int
303:109940. https://doi.org/10.1016/J. FORSCIINT.2019.109940

Al Bulushi I, Poole S, Deeth HC, Dykes GA (2009) Biogenic amines in
fish: Roles in intoxication, spoilage, and nitrosamine formation-a
review. Crit Rev Food Sci Nutr 49:369-377. https://doi.org/10.
1080/10408390802067514

Almeida AM de, Macédo JAB de (2005) Parametros Fisico-Quimicos
De Caracterizagdo Da Contamina¢do Do Lencol Freéatico Por
Necrochorume. Semin. Gestdo Ambient. — Um convite a Inter-
discip. Inst. Vianna Jnior — 31/05 a 04/06/2005 1-12

Andersson G, Heby O (1972) Polyamine and nucleic acid concentra-
tions in Ehrlich ascites carcinoma cells and liver of tumor-bearing

mice at various stages of tumor growth. JNCI J Natl Cancer Inst
48:165—-172. https://doi.org/10.1093/jnci/48.1.165

Anjos 2013: Anjos RM (2013) Cemitérios: uma ameaca a
satide humana? http://www.crea-sc.org.br/portal/index.
php?cmd=artigos-detalhe&id=2635#.YW823xrMLIU. Accessed
13 May 2017

Antonio AS, De Da Costa LCA, Paula ARU, Aguiar ATC, Keppler
RLF, Bentes KRS, Wiedemann LSM (2018) Evaluation of soil
chemical properties during cadaveric decomposition and its
applications to forensic chemistry. Rev Virtual Quim 10:574—
599. https://doi.org/10.21577/1984-6835.20180043

ARPEN (2021) Associagdo Nacional dos Registradores de Pessoas
Naturais do Brasil - Portal da Transparéncia [WWW Docu-
ment]. https://transparencia.registrocivil.org.br/especial-covid.
Accessed 28 Sep 2020

Aruomero AS, Afolabi O (2014) Comparative assessment of trace met-
als in soils associated with casket burials: towards implementing
green burials. Eurasian J Soil Sci 3:65. https://doi.org/10.18393/
€jss.66428

Bach B, Le Quere S, Vuchot P, Grinbaum M, Barnavon L (2012) Vali-
dation of a method for the analysis of biogenic amines: hista-
mine instability during wine sample storage. Anal Chim Acta
732:114-119. https://doi.org/10.1016/j.aca.2011.12.036

Bachrach U (2004) Polyamines and cancer: Minireview article. Amino
Acids 26:307-309. https://doi.org/10.1007/s00726-004-0076-6

Bianchi J, Espindola ELG, Marin-Morales MA (2011) Genotoxicity
and mutagenicity of water samples from the Monjolinho River
(Brazil) after receiving untreated effluents. Ecotoxicol Environ
Saf 74:826-833. https://doi.org/10.1016/j.ecoenv.2010.11.006

Bloomfield VA, Wilson RW (1981) Polyamines in Medicine and Biol-
ogy. Marcel Dekker, New York

Boekema BKHL, Boekestijn B, Breederveld RS (2015) Evaluation of
saline, RPMI and DMEM/F12 for storage of split-thickness skin
grafts. Burns 41:848-852. https://doi.org/10.1016/j.burns.2014.
10.016

Bornemissza G (1957) An analysis of Arthropod succession in Carrion
and the effect of its decomposiion on the soil fauna. Aust J Zool
5:1-12. https://doi.org/10.1071/Z09570001

BRASIL (2020) Dead body management in the context of coronavirus
disease Sars-CoV-2 (Covid-19), 1st edn. Ministério da Saude,
Brasilia/DF. http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/manejo_
corpos_coronavirus_covid19.pdf. Accessed 14 Jul 2020

Brysont K, Greenall RJ (2000) Binding sites of the polyamines putres-
cine, cadaverine, spermidine and spermine on A- and B-DNA
located by simulated annealing. J Biomol Struct Dyn 18:393—
412. https://doi.org/10.1080/07391102.2000.10506676

Catkosiniski I, Ploneczka-Janeczko K, Ostapska M, Dudek K, Gamian
A, Ryputa K (2015) Microbiological analysis of necrosols col-
lected from urban cemeteries in Poland. Biomed Res Int Hindawi
2015:1-7. https://doi.org/10.1155/2015/169573

Calmon M (2020) Considerations of coronavirus (COVID-19) impact
and the management of the dead in Brazil. Forensic Sci. Int.
Reports 100110. https://doi.org/10.1016/j.fsir.2020.100110.
[WWW Document]. URL https://www.sciencedirect.com/scien
ce/article/pii/S2665910720300591?via%3Dihub. Accessed 05
Mar 21

Campos APS (2007) Avaliagdo do potencial de polui¢do no solo e
nas dguas subterraneas decorrente da atividade cemiterial. Dis-
sertac@o, Universidade de Sdo Paulo

Carneiro VS (2008) Impactos causados por necrochorume de cemité-
rios: meio ambiente e sadde publica. Aguas Subterraneas 1: 1-18

CarodArtal FJ (2020) Complicaciones neuroldgicas por coronavirus
y COVID-19. Rev Neurol 70: 311. https://doi.org/10.33588/rn.
7009.2020179

Carter DO, Tibbett M (2008) Cadaver decomposition and soil: process.
Soil Analysis in Forensic Taphonomy: Chemicas and Biological

@ Springer



Environmental Science and Pollution Research

Effects of Buried Human Remains. CRC Press, Boca Raton, pp
29-52

Chen J, Rong X, Fan G, Li S, Li Q (2015) Effects of different concen-
trations of putrescine on proliferation, migration and apoptosis of
human skin fibroblasts. NanFang Yi Ke Da XueXueBao 35:758-
762. https://doi.org/10.3969/].issn.1673-4254.2015.05.27

Christensen AM, Passalacqua NV, Bartelink EJ (2014) Forensic
Anthropology: Current Methods and Practice, 1a edn. Acadeic
Press, Amsterdam

CNN (2021) Covid-19: Variante de Manaus j estad em pelo menos 12
estados brasileiros, https://www.cnnbrasil.com.br/saude/2021/
02/16/covid-19-variante-de-manaus-ja-esta-em-pelo-menos-
12-estados-brasileiros. Accessed 1 May 2021

Cordner S, Coninx R, Kim H-J et al (2016) Gestdo de cadaveres apds
desastres: Manual para as equipes de primeira resposta no ter-
reno, 2nd edn. OPAS, Washington

da Kemerich PD, C, Bianchini DC, Fank JC, et al (2014) A questao
ambiental envolvendo os cemitérios no Brasil. Rev Monogr
Ambient 13:3777-3785. https://doi.org/10.5902/2236130814
506

Dalmora AC, Ramos CG, Oliveira MLS, Oliveira LFS, Schneider
IAH, Kautzmann, RM (2020) Application of andesite rock as
a clean source of fertilizer for eucalyptus crop: evidence of
sustainability. J Clean Prod 256:120432. https://doi.org/10.
1016/j.jclepro.2020.120432

D24AM - Rede Diério de Comunicagao (2020) Manaus tem indice de
sepultamentos em junho semelhante a periodo anterior a pan-
demia. https://d24am.com/amazonas/manaus-tem-indice-de-
sepultamentos-emjunho-semelhante-a-periodo-anterior-a-pande
mia/. Accessed 3 Jul 2020

De Mey E, De Klerck K, De Maere H, Dewulf L, Derdelinckx G,
Peeters MC, Fraeye I, Vander Heyden Y, Paelinck H (2014)
The occurrence of N-nitrosamines, residual nitrite and biogenic
amines in commercial dry fermented sausages and evaluation of
their occasional relation. MeatSci 96:821-828. https://doi.org/
10.1016/j.meatsci.2013.09.010

del Rio B, Redruello B, Linares DM, Ladero V, Ruas-Madiedo P, Fer-
nandez M, Martin MC, Alvarez MA (2019) The biogenic amines
putrescine and cadaverine show in vitro cytotoxicity at concen-
trations that can be found in foods. Sci Rep 9:1-7. https://doi.org/
10.1038/541598-018-36239-w

Dent BB, Forbes SL, Stuart BH (2004) Review of human decomposi-
tion processes in soil. Environ Geol 45:576-585. https://doi.org/
10.1007/500254-003-0913-z

Dogan B, Jebli MB, Shahzad K, Farooq TH, Shahzad U (2020) Inves-
tigating the effects of meteorological parameters on COVID-
19: case study of New Jersey. United States Environ Res
191(110148):1-9. https://doi.org/10.1016/j.envres.2020.110148

Dourado PLR, da Rocha MP, Roveda LM, Junior JLR, Candido LS,
Cardoso CAL, Morales MAM, de Oliveira KMP, Grisolia AB
(2017) Genotoxic and mutagenic effects of polluted surface
water in the midwestern region of Brazil using animal and plant
bioassays. Genet Mol Biol 40:123-133. https://doi.org/10.1590/
1678-4685-GMB-2015-0223

El Pais, 2020. A crise do coronavirus - As dltimas noticias sobre o
coronavirus e a crise politica no Brasil [WWW Document]. URL
https://brasil.elpais.com/brasil/2020-07-13/ao-vivo-as-ultimas-
noticias-sobre-o-coronavirus-e-a-crise-politica-no-brasil.html.
Accessed 14 July 2020

Fagundes OS, Oliveira LCA, Yamashita OM, Silva IV, Carvalho MAC,
Rodrigues DV (2020) The water crisis and its implications in
Brazilian agribusiness: A bibliographic review. Sci Electron Arch
13:42. https://doi.org/10.36560/1312020801

Fareed Z, Igbal N, Shahzad F et al (2020) Co-variance nexus between
COVID-19 mortality, humidity, and air quality index in Wuhan,
China: New insights from partial and multiple wavelet coherence.

@ Springer

Air Qual Atmos Heal 13:673-682. https://doi.org/10.1007/
s11869-020-00847-1

Faria NR, Claro MI, Candido D et al (2021) Genomic characterization
of an emergent SARS-CoV-2 lineage in Manaus: preliminary
findings. [WWW Document]. URL https://virological.org/t/
genomic-characterisation-of-an-emergent-sars-cov-2-lineage-
in-manaus-preliminary-findings/586. Accessed 05 Mar 21

Finegan O, Fonseca S, Guyomarc’h P, Morcillo Mendez MD, Rodri-
guez Gonzalez J, Tidball-Binz M, Winter KA (2020) Interna-
tional Committee of the Red Cross (ICRC): general guidance
for the management of the dead related to COVID-19. Forensic
Sci Int Synerg 2:129-137. https://doi.org/10.1016/j.fsisyn.2020.
03.007

Fineschi V, Aprile A, Aquila I, Arcangeli M, Asmundo A, Bacci M,
Cingolani M, Cipolloni L, D’Errico S, de Casamassimi I, Di
Mizio G, Di Paolo M, Focardi M, Frati P, Gabbrielli M, La Russa
R, Maiese A, Manetti F, Martelloni M, Mazzeo E, Montana A,
Neri M, Padovano M, Pinchi V, Pomara C, Ricci P, Salerno
M, Santurro A, Scopetti M, Testi R, Turillazzi E, Vacchiano
G, Crivelli F, Bonoldi E, Facchetti F, Nebuloni M, Sapino A
(2020) Management of the corpse with suspect, probable or con-
firmed COVID-19 respiratory infection — Italian interim recom-
mendations for personnel potentially exposed to material from
corpses, including body fluids, in morgue structures and during
autopsy practi. Pathologica 112:64-77. https://doi.org/10.32074/
1591-951X-13-20

Fiocruz Pernambuco (2020) Estudo aponta maior aceleragao da Covid-
19 no Norte e Nordeste [WWW Document]. URL https://agenc
ia.flocruz.br/estudo-aponta-maior-aceleracao-da-covid-19-no-
norte-e-nordeste. Accessed 14 July 2020

Fusi E, Baldi A, Cheli F, Rebucci R, Ayuso E, Sejrsen K, Purup S
(2008) Effects of putrescine, cadaverine, spermine, spermidine
and p-phenylethylamine on cultured bovine mammary epithe-
lial cells. Ital J Anim Sci 7:131-140. https://doi.org/10.4081/
ijas.2008.131

Garcia I (2020) Sepultamentos aumentam 300% em cemitério em Cui-
aba; maioria de vitimas da Covid-19 [WWW Document]. TV
Cent. América/G1. URL https://gl.globo.com/mt/mato-grosso/
noticia/2020/07/02/sepultamentos-aumentam-300percent-em-
cemiterio-em-cuiaba-maioria-sao-de-vitimas-da-covid-19.ghtml.
Accessed 13 July 2020

Gerner EW, Meyskens FL (2004) Polyamines and cancer: Old mol-
ecules, new understanding. Nat Rev Cancer 4:781-792. https://
doi.org/10.1038/nrc1454

Giampa CEQ, Gongalves VG (2005) Orientagdes para a utilizagdo de
aguas subterraneas no Estado de Sdo Paulo. J. Vis. Lang. Com-
put. [WWW Document]. https://sigrh.sp.gov.br/public/uploads/
documents/9301/revista_aguas_subterraneas.pdf. Accessed 05
Mar 21

Gondal MA, Nasr MM, Ahmed MM, Yamani ZH, Alsalhi MS (2011)
Detection of lead in paint samples synthesized locally using-
laser-induced breakdown spectroscopy. J Environ Sci Heal - Part
A Toxic/Hazardous Subst Environ Eng 46: 42-49. https://doi.org/
10.1080/10934529.2011.526082. [WWW Document]. https://
www.tandfonline.com/doi/abs/10.1080/10934529.2011.526082.
Accessed 05 Mar 2021

Gundy PM, Gerba CP, Pepper IL (2009) Survival of Coronaviruses in
Water and Wastewater. Food Environ Virol 1:10-14. https://doi.
org/10.1007/s12560-008-9001-6

Hauptmann N, Grimsby J, Shih JC, Cadenas E (1996) The metabolism
of tyramine by monoamine oxidase A/B causes oxidative damage
to mitochondrial DNA. Arch Biochem Biophys 335:295-304.
https://doi.org/10.1006/abbi.1996.0510

Hirel B, Watier E, Chesne C et al (1996) Culture and drug biotransfor-
mation capacity of adult human keratinocytes from post-mortem



Environmental Science and Pollution Research

skin. BrJ Dermatol 134:831-836. https://doi.org/10.1046/j.1365-
2133.1996.113848.x

Hirose R, Ikegaya H, Naito Y, et al (2020) Survival of Severe Acute
Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) and Influ-
enza Virus on Human Skin: Importance of Hand Hygiene in Cor-
onavirus Disease 2019 (COVID-19). Clin Infect Dis ciaal517.
https://doi.org/10.1093/cid/ciaal 51

Hussain SS, Ali M, Ahmad M, Siddique KHM (2011) Polyamines:
Natural and engineered abiotic and biotic stress tolerance in
plants. Biotechnol Adv 29:300-311. https://doi.org/10.1016/].
biotechadv.2011.01.003

Ioan BG, Manea C, Hanganu B, Statescu L, Solovastru LG, Manoilescu
1 (2017) The chemistry decomposition in human corpses. Rev
Chim 68:1450-1454. https://doi.org/10.37358/rc.17.6.5672

Igbal N, Fareed Z, Shahzad F, He X, Shahzad U, Lina M (2020) The
nexus between COVID-19, temperature and exchange rate in
Wuhan city: new findings from partial and multiple wavelet
coherence. Sci Total Environ 729:138916. https://doi.org/10.
1016/j.scitotenv.2020.138916

Jancewicz AL, Gibbs NM, Masson PH (2016) Cadaverine’s functional
role in plant development and environmental response. Front
Plant Sci 7:1-8. https://doi.org/10.3389/fpls.2016.00870

Jonker C, Olivier J (2012) Mineral contamination from cemetery soils:
case study of Zandfontein Cemetery, South Africa. Int J Envi-
ron Res Public Health 9:511-520. https://doi.org/10.3390/ijerp
h9020511

Kandoli SJ, Alidadi H, Najafpoor AA, Mehrabpour M, Hosseinzadeh
A, Momeni F (2019) Assessment of cemetery effects on ground-
water quality using GIS. Desalin WaterTreat 168: 235-242.
https://doi.org/10.5004/dwt.2019.24622. [WWW. Document].
https://www.deswater.com/DWT _abstracts/vol_168/168_2019_
235.pdf. Accessed 05 Mar 2021

Kemerich PD da C, Borba WF de, Silva RF da, Barros G, Gerhardt
AE, Flores CEB (2012) Valores andmalos de metais pesados em
solo de cemitério (doi:https://doi.org/10.4136/ambi-agua.838).
Ambient. e Agua - Anlnterdiscip J Appl Sci 7: 140-156. https://
doi.org/10.4136/ambi-agua.838

Kftizek M, Pavlicek T, Vacha F (2002) Formation of selected biogenic
amines in carp meat. J Sci Food Agric 82:1088—1093. https://
doi.org/10.1002/jsfa.1154

Ladero V, Calles-Enriquez M, Fernandez M, Alvarez MA (2010) Toxi-
cological Effects of Dietary Biogenic Amines. Curr Nutr Food
Sci 6:145-156. https://doi.org/10.2174/157340110791233256

Lukaszuk C, Krajewska-Kutak E, Guzowski A, Kraszynska B, Grass-
mann M, Dobrowolski R (2015) Analysis of the incidence of
fungi in a crypt cemetery. J Air Waste Manag Assoc 65:1141—
1147. https://doi.org/10.1080/10962247.2015.1068884

Lyons DE, Beery JT, Lyons SA, Taylor SL (1983) Cadaverine and
aminoguanidine potentiate the uptake of histamine in vitro in
perfused intestinal segments of rats. Toxicol Appl Pharmacol
70:445-458. https://doi.org/10.1016/0041-008X(83)90162-X

Madabhavi I, Sarkar M, Kadakol N (2020) CoviD-19: A review.
Monaldi Arch Chest Dis 90:248-258. https://doi.org/10.4081/
monaldi.2020.1298

Matos B, Pacheco A (2001) Avaliagdo da ocorréncia e do transporte de
microrganismos no aqiiifero freatico do cemitério de Vila Nova
Cachoeirinha, municipio de Sdo Paulo. Aguas Subterraneas 172.
https://aguassubterraneas.abas.org/asubterraneas/article/view/
22635

Matsumoto ST, Marin-Morales MA (2004) Mutagenic potential evalua-
tion of the water of a river that receives tannery effluent using the
Allium cepa test system. Cytologia (Tokyo) 69:399-408. https://
doi.org/10.1508/cytologia.69.399

Medema G, Heijnen L, Elsinga G et al (2020) Presence of SARS-
Coronavirus-2 RNA inSewage and Correlation with Reported
COVID-19 Prevalence in the Early Stage of the Epidemic in the

Netherlands. Environ Sci Technol Lett 7:511-516. https://doi.
org/10.1021/acs.estlett.0c00357

Melo DBG, Tudor F, Bernardino VN (2010) Cemitérios Susten-
taveis, in: Feira Tecnoldgica do Centro Paula Souza — FETEPS.
Campinas

MSF — Medecins Sans Frontieres (2021) COVID-19 leaves Amazo-
nas health system saturated, overloaded and struggling (Brazil)
[WWW Document]. URL https://www.msf.org/coronavirus-
covid-19-collapses-health-system-manaus-brazil. Accessed 22
Jan 2021

Naddeo V, Liu H (2020) Editorial Perspectives: 2019 novel coronavirus
(SARS-CoV-2): What is its fate in urban water cycle and how
can the water research community respond? Environ Sci Water
Res Technol 6:1213-1216. https://doi.org/10.1039/d0ew90015j

Nascimento FL (2020) Cemitério X Novo Coronavirus: Impactos da
COVID-19 na Satide Publica e Coletiva dos Mortos e dos Vivos.
Rev. UFRR, Boletim de Conjuntura 2(4):1-11

Neckel A, Costa C, Mario DN, Sabadin CES, Bodah ET (2017) Envi-
ronmental damage and public health threat caused by cem-
eteries: A proposal of ideal cemeteries for the growing urban
sprawl. Urbe 9:216-230. https://doi.org/10.1590/2175-3369.
009.002.A005

Nogueira C de OG, Costa Junior JEV, Coimbra LAB (2013) Cemi-
térios E Seus Impactos Socioambientais No Brasil. Periédico
Eletronico Forum Ambient. da Alta Paul 9 (11): 331-344.
https://doi.org/10.17271/198008279112013681

Oliveira B, Quinteiro P, Caetano C, Nadais H, Arroja L, Ferreira
da Silva E, Senos Matias M (2013) Burial grounds’ impact on
groundwater and public health: An overview. Water Environ J
27:99-106. https://doi.org/10.1111/j.1747-6593.2012.00330.x

WHO W.H.O. (2021) COVID-19 Weekly Epidemiological Update.
https://www.who.int/docs/default-source/coronaviruse/situa
tion-reports/20210127_weekly_epi_update_24.pdf. Accessed
20 Sep 2021

Ourives EM, Carvalho PDS, De Oliveira BM, Ferreira AM (2017)
Analysis of Environmental Impact of Cemetery in the Town of
Trés Pontas - MG. Rev Bras Gestdo Ambient 11(1):109-111

Pacheco A (2017) Meio Ambiente e Cemitérios. Editora Senac, Sao
Paulo

Pacheco A, Matos BA (2000) Cemitérios e meio ambiente: critérios
para a implantag@o e norma técnica.Rev. Tecnologias do Ambi-
ente [S.1.] 7(33): 13-15

Paiga P, Delerue-Matos C (2016) Determination of pharmaceuticals
in groundwater collected in five cemeteries’ areas (Portugal).
Sci Total Environ 569-570:16-22. https://doi.org/10.1016/j.scito
tenv.2016.06.090

Paik Jung H-Y, Bieldanes LF (1979) Effects of cadaverine on histamine
transport and metabolism in isolated gut sections of the guinea-
pig. Food Cosmet Toxicol 17:629-632. https://doi.org/10.1016/
0015-6264(79)90123-8

Pegg AE (2013) Toxicity of polyamines and their metabolic products.
Chem Res Toxicol 26:1782-1800. https://doi.org/10.1021/tx400
316s

Pinheiro J (2006) Decay process of cadaver. In: Schmitt A, Cunha E,
Pinheiro J (eds) Forensic Anthropology and Medicine. Humana
Press, Totowa, pp 85-116

Prescott J, Bushmaker T, Fischer R, Miazgowicz K, Judson S, Munster
VI (2015) Postmortem stability of Ebola virus. Emerg Infect Dis
21:856-859. https://doi.org/10.3201/eid2105.15004 1

Qu G, Li X, Hu L, Jiang G (2020) An imperative need for research
on the role of environmental factors in transmission of novel
coronavirus (COVID-19). Environ Sci Technol. https://doi.org/
10.1021/acs.est.0c01102

Ramani D, De Bandt JP, Cynober L (2014) Aliphatic polyamines in
physiology and diseases. Clin Nutr 33:14-22. https://doi.org/10.
1016/j.cInu.2013.09.019

@ Springer



Environmental Science and Pollution Research

Rauscher-Gabernig E, Gabernig R, Brueller W, Grossgut R, Bauer F,
Paulsen P (2012) Dietary exposure assessment of putrescine and
cadaverine and derivation of tolerable levels in selected foods
consumed in Austria. Eur Food Res Technol 235:209-220. https://
doi.org/10.1007/s00217-012-1748-1

Rodriguez-Eugenio N, McLaughlin M, Pennock D (2018) Soil pollu-
tion: a hidden reality. FAO, Rome

Rodrigues L, Pacheco A (2003) Groundwater contamination from cem-
eteries cases of study. Environ 2010 Situat Perspect Eur Union
6(10): 1-6

Rodriguez W, Bass WM (1983) Insect activity and its relationship to
decay rates of human cadavers in east Tennessee. J Forensic Sci
28:423-432

Rollemberg S, de Barros AN, de Lima JPM (2020) Avaliacdo da con-
taminagdo, sobrevivéncia e remog¢do do coronavirus em sistemas
de tratamento de esgoto sanitario. Rev Tecnol 41:1-15. https://
doi.org/10.5020/23180730.2020.10849

Roser M, Ritchile H, Ortiz-Ospina E, Hasell J (2021) Coronavirus
Pandemic (COVID-19) [WWW Document]. Publ. online Our-
WorldInData.org. URL https://ourworldindata.org/coronavirus.
Accessed 22 Jan 2021

Sarwar S, Shahzad K, Fareed Z, Shahzad U (2021) A study on the
effects of meteorological and climatic factors on the COVID-19
spread in Canada during 2020. J Environ Health Sci Engineer.
https://doi.org/10.1007/s40201-021-00707-9

Schuber F (1989) Influence of polyamines on membrane functions.
Biochem J 260:1-10. https://doi.org/10.1042/bj2600001

Seetulsingh P, Kannangara CI, Richman P (2020) Undetectable SARS-
CoV-2 in anasopharyngeal swab but persistent viral RNA from
deep lung swabs: findings from an autopsy. BMJ Case Rep 13.
https://doi.org/10.1136/bcr-2020-237446

Shalaby AR (1996) Significance of biogenic amines to food safety and
human health. Food Res Int 29:675-690. https://doi.org/10.1016/
S50963-9969(96)00066-X

Shahzad K, Shahzad U, Igbal N, Shahzad F, Fareed Z (2020a)
Effects of climatological parameters on the outbreak spread
of COVID-19 in highly affected regions of Spain. Environ
Sci Pollut Res 27(31):39657-39666. https://doi.org/10.1007/
s11356-020-10551-3

Shahzad F, Shahzad U, Fareed Z, Igbal N, Hashmi SH, Ahmad F
(2020b) Asymmetric nexus between temperature and COVID-19
in the top ten affected provinces of China: a current application
of quantile-on-quantile approach. Sci Total Environ 736:139115.
https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2020.139115

Shakoor A, Chen X, Farooq TH, Shahzad U, Ashraf F, Rehman A,
Sahar N, Yan W (2020) Fluctuations in environmental pollutants
and air quality during the lockdown in the USA and China: two
sides of COVID-19 pandemic. Air Qual Atmos Health 13:1335—
1342. https://doi.org/10.1007/s11869-020-00888-6

Silva LM (1995) Os cemitérios na problematica ambiental. In: I Semi-
néario Nacional "Cemitérios e Meio Ambiente.” SINCESP &
ACEMBRA, Sio Paulo

Silva RBP da, Campos MCC, Silva LS, Filho EG. de B, Lima AFL de,
Pinheiro EN, Cunha JM (2020) Concentration of heavy metals in
soils under cemetery occupation in Amazonas, Brazil. SoilSedi-
ment Contam. An Int J 29: 192-208. https://doi.org/10.1080/15320
383.2019.1696280 [WWW. Document]: https://www.tandfonline.
com/doi/full/10.1080/15320383.2019.1696280. Accessed 03 05 21

Silva RW da C, Malagutti Filho W (2008) Cemitérios como areas
potencialmente contaminadas. Ver. Brazilian Journal of Envi-
ronmental Sciences (Online), (09): 26-35. [WWW Document].
http://rbciamb.com.br/index.php/Publicacoes_ RBCIAMB/artic
le/view/423. Accessed 20.05.21

Singanayagam A, Patel M, Charlett A et al (2020) Duration of infec-
tiousness and correlation with RT-PCR cycle threshold values

@ Springer

in cases of COVID-19, England, January to May 2020. Euro
Surveill. 25(32):2001483. https://doi.org/10.2807/1560-7917.
ES.2020.25.32.2001483

Souza M, Botelho RA (1999) Métodos Artificiais De Tanatocon-
servacdo. Satde, Etica & Justica 4: 33—47. https://doi.org/10.
11606/issn.2317-2770.v4i1-2p33-47 [WWW Document]. https://
www.revistas.usp.br/sej/article/view/40826. Accessed 20.05.21

Spriggs CC, Harwood MC, Tsai B (2019) How non-enveloped viruses
hijack host machineries to cause infection. In: Kielian M, Metten-
leiter TC, Roossinck MJ (eds) Advances in Virus Research. Aca-
demic Press, pp 97-122

Teti D, Visalli M, McNair H (2002) Analysis of polyamines as markers
of (patho)physiological conditions. J Chromatogr B 781:107—
149. https://doi.org/10.1016/S1570-0232(02)00669-4

Thomas T, Thomas TJ (2001) Polyamines in cell growth and cell death:
Molecular mechanisms and therapeutic applications. Cell Mol
Life Sci 58:244-258. https://doi.org/10.1007/PLO0000852

Til HP, Falke HE, Prinsen MK, Willems MI (1997) Acute and suba-
cute toxicity of tyramine, spermidine, spermine, putrescine and
cadaverine in rats. Food Chem Toxicol 35:337-348. https://doi.
org/10.1016/S0278-6915(97)00121-X

Tormen AF, Tasso CA, Korf EP (2016) Estudo da contaminagdo de
aguas subterraneas por cemitérios. Perspect Online Ciéncias Exa-
tas e Eng 16: 50-57. https://doi.org/10.25242/885X6162016902

van Allemann S, Dippenaar MA, Olivier J (2019) A laboratory study
of the leachate composition of selected metals in cemeteries
(South Africa). Environ Earth Sci 78:1-9. https://doi.org/10.
1007/512665-019-8521-8

Vass A, Barshick S, Sega G, Caton J, Skeen J, Love J (2002) Decom-
position chemistry of human remains: a new methodology for
determining the postmortem interval. J Forensic Sci 47:542-553

van Doremalen N, Bushmaker T, Morris DH et al (2020) Aerosol and
Surface Stability of SARS-CoV-2 as Compared with SARS-
CoV-1. N Engl J Med 382:1564-1567. https://doi.org/10.1056/
nejmc200497

Wang D, Hu B, Hu C, Zhu F, Liu X, Zhang J, Wang B, Xiang H, Cheng
Z, Xiong Y, Zhao Y, Li Y, Wang X, Peng Z (2020) Clinical char-
acteristics of 138 hospitalized patients with 2019 novel corona-
virus-infected pneumonia in Wuhan, China. JAMA - J Am Med
Assoc 323:1061-10609. https://doi.org/10.1001/jama.2020.1585

Wang Y, Wu X, Wang Y et al (2004) Low stability of nucleocapsid
protein in SARS virus. Biochemistry 43:11103-11108. https://
doi.org/10.1021/bi049194b

Westall F, Brack A (2018) The Importance of Water for Life. Space
Sci Rev 214:1-23. https://doi.org/10.1007/s11214-018-0476-7

WHO, W.H.O (2020a) WHO Coronavirus Disease (COVID-19)
Dashboard [WWW Document]. URL https://covid19.who.int.
Accessed 7 Oct 2020

WHO, W.H.O (2020b) Infection prevention and control during health
care when coronavirus disease (COVID-19) is suspected or con-
firmed [WWW Document]. URL https://www.who.int/publicatio
ns/i/item/WHO-2019-nCoV-1PC-2020.4. Accessed 6.19.20

Wu 'Y, Guo C, Tang L, Hong Z, Zhou J, Dong X, Yin H, Xiao Q, Tang
Y, Qu X, Kuang L, Fang X, Mishra N, Lu J, Shan H, Jiang G,
Huang X (2020) Prolonged presence of SARS-CoV-2 viral RNA
in faecal samples. Lancet Gastroenterol Hepatol 5:434-435.
https://doi.org/10.1016/S2468-1253(20)30083-2

Zychowski J, Bryndal T (2015) Impact of cemeteries on groundwater
contamination by bacteria and viruses - a review. J] Water Health
13:285-301. https://doi.org/10.2166/wh.2014.119

Publisher's note Springer Nature remains neutral with regard to
jurisdictional claims in published maps and institutional affiliations.



ARTIGO 2

Efeitos citogenotéxicos das aminas biogénicas cadaverina e putrescina, em

associacio, sobre células de fibroblastos de anfibios

Leticia Rocha Gongalves', Leticia Tamborlin'?, Augusto Ducati Luchessi'?,

Nicolas Pollet?, Maria Aparecida Marin-Morales'

1. Instituto de Biociénicas, Departamento de Biologia, Universidade Estadual de Sao
Paulo (UNESP), Av. 24-A, 1515, Rio Claro, SP CEP: 13506-900, Brasil.

2. Laboratorio de Biotecnologia (BioTech), Faculdade de Ciéncias Aplicadas (FCA),
Universidade de Campinas (UNICAMP), Limeira, Sao Paulo, Brasil.

3. Evolution, Génomes, Comportement & Ecologie, Université Paris-Saclay, CNRS,

IRD, 91198 Gif-sur-Yvette, France.

75



RESUMO

Os cemitérios sao fontes antropicas de contaminagdao ambiental, tendo como uma das
principais causas desta contaminagdo a liberacdo do necrochorume. Este estudo ¢
pioneiro pela investigacdo de citogenotoxicidade de contaminantes de cemitérios e
também pelo uso da linhagem celular Speedy para este fim. Dentre os contaminantes
presentes no necrochorume estdo as aminas biogénicas cadaverina (CAD) e putrescina
(PUT). Essas substancias desempenham fung¢des biologicas, quando estdo em
concentragdes micromolares. Porém, quando em altas concentragdes elevadas
desestabilizam macromoléculas organicas, causando graves alteragdes celulares. Para
avaliar os efeitos citogenotoxicos dessas aminas, foram realizados ensaios expondo a
linhagem de fibroblasto de anfibio (células Speedy) a diferentes associacdes de CAD e
PUT. Nos testes de 24h, os resultados mostraram alta citotoxidade das associagdes de
maior concentragdo das aminas CAD (20%) e PUT (10 e 0,1%), independente da
concentracdo da outra amina associada; citotoxicidade da concentragdo de CAD de 5%,
somente quando associada a maior concentragdo de PUT (10%); genotoxicidade para as
associagdes com baixas concentragcdes das aminas, por efeito aneugénico, quando em
exposicao por 24h; fragmentacdo do DNA, parada do ciclo celular na fase S e apoptose,
induzida pela associacdo de mais alta concentragdao das aminas (associacao de 20% de
CAD e 10% de PUT), na exposicao de 48 h. Pelos resultados, pode-se inferir que
toxicidade conjunta das aminas das CAD e PUT, para a linhagem Speedy, foi tempo
dependente de exposicdo. A linhagem Speedy foi eficiente para ser usada em avaliacao
dos efeitos citogenotdxicos de aminas biogénicas. O estudo ainda mostrou que os
contaminantes de cemitérios apresentam um alto potencial poluidor, portanto devem ser

frequentemente monitorados.

Palavras chave: citometria de fluxo, ensaio do cometa, ensaio do MN; linhagem

celular Speedy; necrochorume.
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1. INTRODUCAO

A degradagdao ambiental estd, de maneira geral, associada a agdes antropicas que
descaracterizam as condig¢des fisicas e quimicas do ambiente. Essas alteragdes ambientais
podem interferir, direta ou indiretamente, na harmonia dos ecossistemas, o que faz dos
impactos antropicos um dos grandes desafios a serem vencidos no século XXI.

Dentre as principais fontes antropicas de contaminacdo ambiental estdo os
cemitérios (JONKER; OLIVIER, 2012), ambientes estes que vém sendo negligenciados
ha séculos quanto ao seu potencial poluidor. As necrdpoles se caracterizam como uma
importante fonte de poluicdo de solos e aguas superficiais em escala global. Fato
decorrente da concentragdo de cadaveres que resulta em um aporte de agentes fisicos,
quimicos e de contaminantes bioldgicos ao meio ambiente, advindos, principalmente, do
processo de decomposicdo cadavérica (NOGUEIRA et al., 2013; KEMERICH et al.,
2014; GONCALVES et al., 2021 e NECKEL et al., 2021).

A principal causa de contaminagao ambiental pelos cemitérios € o liquido liberado
continuamente durante a putrefacdo cadavérica, denominado de necrochorume (COSTA
SILVA; FILHO, 2008). Este liquido se caracteriza por ser mais viscoso que a agua, rico
em sais minerais e substancias organicas degraddveis, ter a coloragdo castanho-
acinzentada, cheiro acre e fétido, ser polimerizavel e apresentar um grau variado de
patogenicidade (SILVA, 1995 e MATOS, 2001).

A producdo de necrochorume ¢ alta, pois, de acordo com Pacheco (2012), um corpo
com massa de 70 kg libera cerca de 45 L desse composto. O necrochorume tem uma
densidade média de 1,23 g/cm3 e um pH que varia de 5 a 9, em temperatura de 23° a 28°
C. A sua composi¢do ¢ de 60% de agua, 30% de substancias mineralizadas e 10% de
substancias organicas (OLIVEIRA et al., 2013). Os compostos organicos presentesno
necrochorume sdo altamente toxicos. Dentre eles estdo as aminas biogénicas cadaverina
(CAD) (1,5-pentanodiamina) e putrescina (PUT) (1,4- butanodiamina).

Ambas as aminas sao moléculas pequenas, produzidas pela descarboxilacao de
aminoacidos, por meio de biossintese e processos enzimaticos (BACHRACH, 2004).
Estdo presentes no organismo em concentragdes micromolares, participando de alguns
processos celulares como transcrigdo, traducao, crescimento, divisao e morte celular. Sao
soluveis em agua e geram, quando degradadas, ions amoénia (NH4+) (ALMEIDA;
MACEDO, 2005). Essas aminas, por conta de seus sitios nucleofilicos , podem interagir
com macromoléculas como os acidos nucleicos, lipidios e proteinas (HUSSAIN et al.,

2011).
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Em concentragdes acima da fisiologica, as aminas CAD e PUT podem interferir

na estabilidade das moléculas as quais interagem, promovendo danos ao DNA/proteinas

(UNAL; PALAVAN-UNSAL; TUFEKCI, 2008 ¢ HUSSAIN et al., 2011). Também
podem induzir ativagdo de processos catabdlicos que geram um aumento excessivo de
radicais livres, como o perdxido de hidrogénio (H,0O,), geradores de eventos de estresse
oxidativo (BETTERIDGE, 2000; THOMAS; THOMAS, 2001; PEGG, 2013 e
ALZOGHALIBI, 2013). Esses eventos podem causar danos ao DNA, alterar os processos
de transcricdo génica e de tradugdo de proteinas, alteragdes essas, muitas vezes,
envolvidas com carcinogenicidade ou até mesmo a morte celular. Assim, os impactos da
presenca de CAD e PUT estdo fortemente associados a concentracdo das aminas nas
célula, bem como ao tecido envolvido (BEKEBREDE et al., 2020 e GONCALVES et al.,
2021).

Todos os compostos produzidos e liberados durante o processo de putrefacio
podem contaminar o solo e atingir a4guas superficiais e subterraneas e,consequentemente,
comprometer todo o ecossistema do entorno da area cemiterial. A percolagdo nesses
meios pode variar com as caracteristicas do solo, temperatura e clima do local
(ZYCHOWSKI; BRYNDAL 2015, GONCALVES et al., 2021; LEMMEL et al., 2019 e
HONSCHA et al., 2021).

Ensaios in vitro realizados com linhagens celulares t€ém contribuido muito com os
estudos toxicologicos, sendo consideradas ferramentas importantes nas avaliacdes de
efeitos de diferentes agentes sobre sistemas vertebrados. As culturas celulares
bidimensionais (2D) ou em monocamadas sdo amplamente utilizadas para esse fim
(ZOLI et al., 2001), por possibilitarem a investigagao de mecanismos do comportamento
celular. Além disso, esses ensaios se caracterizam como Otimas alternativas para
substituir/Replacement, reduzir/Reduction e refinar/Refinement o uso de animais em
experimentacdes cientificas (3Rs), estratégias essas essenciais para a protecdo e bem-
estar animal (ARAUJO et al., 2014 e QUADROS et al., 2020 e VICHARE et al., 2021).

A linhagem celular derivada de fibroblasto do anfibio Xenopus tropicalis,
denominada de linhagem Speedy, nome dado pela sua rapida proliferacdo em condicdes
de cultivo, tem como caracteristica um nimero cromossdmico de 2n=21 (trissomia no
cromossomo 10) (SINZELLE et al., 2012). O genoma desse organismo apresenta trechos
de colinearidade génica com humanos. Dos mais de 20.000 genes do X. tropicalis, 1.700
sdo ortdlogos com doencas humanas e mais de 1/3 do genoma desses anfibios apresenta

elementos transponiveis que sdo de 40 a 50% comparaveis com a densidade observada
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no genoma de mamiferos (HELLSTEN et al., 2010). Os autores ainda afirmam que
60% de todos os genes da estrutura de X. tropicalis pode serassociado a um ortdlogo
humano. Por essas caracteristicas especificas, esse anfibio tornou-se um importante
organismo modelo para estudos genéticos, bioldgicos e biomédicos (BOWES et al., 2008
e ZHU et al., 2019).

Pela toxicidade reconhecida de concentragdes ndo fisioldgicas das aminas
biogénicas CAD e PUT e pela presenca dessas duas aminas em ambientes de cemitérios,
esse estudo teve como objetivo investigar a citogenotoxicidade, o potencial mutagénicoe
as possiveis interferéncias no perfil do ciclo celular e na fragmentacdo de DNA de
associacdes dessas duas aminas, sobre culturas de fibroblastos da linhagem celular
Speedy(anfibio). O uso dessa linhagem celular ¢ pioneiro em avaliacdes ecotoxicoldgicas.
Os resultados do estudo podem ser extrapolados para possiveis acdes sobre o genoma

humano, pela uma alta colinearidade existente entre esses dois genomas.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Substancia Testada

Foram avaliadas associacdes de diferentes concentracdes das aminas biogénicas
cadaverina (CAD) (1,5-Diaminopentano, 1,5-Pentanodiamina, Pentametilenediamina),
féormula molecular NH2(CH2)SNH2, peso molecular 102,18, CAS: 462-94-2, com
pureza de 97% e da putrescina (PUT) (1,4-butanodiamina), formula molecular C4H12N2,
peso molecular 88,15 g/mol, CAS No. 110-60-1, com pureza de 99,0%. Ambas as
substancias foram adquiridas da Sigma-Aldrich.

Para preparagao das solucdes, foram utilizadas as concentracdes de 40, 30 e 20% de
83mg/L de CAD, concentracdes baseadas na amplitude inferior e superior ao NOAEL
83mg/Kg para ratos (Til et al.,1997) e 70, 60, 30 e 10% da DL50 de PUT para ratazanas
(463 mg/kg), descritas na ficha do produto. As porcentagens testadas estdo descritas na

Tabela 1.
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Tabela 1: Solugoes de diferentes concentragdes da associa¢do de CAD e PUT utilizadas

na exposi¢do em células Speedy.

Soluc¢des Cadaverina Putrescina
1 20% 0,01%
2 20% 0,1%
3 5% 10%
4 10% 10%
5 20% 10%
6 10% 0,1%
7 10% 0,01%
8 5% 0,1%
9 5% 0,01%

As concentragdes foram estabelecidas através da amplitude inferior e superior ao
NOAEL 83mg/Kg para ratos de CAD (Til, et al.,1997) e da DL 50 463 mg/kg para
ratazanas de PUT, de acordo com a ficha técnica de seguranga do produto. Fonte:
elaborada pela autora (2022).

2.2.  Material bioldgico

Os ensaios de genotoxicidade e/ou mutagenicidade, realizados no Laboratério de
Mutagénese Ambiental (Instituto de Biociéncias da UNESP em Rio Claro), foram
desenvolvidos com as células de fibroblasto de anfibio (Xenoppus tropicalis), mantidas

em cultura (linhagem Speedy).

2.3. Cultura de células derivadas de fibroblastos de anfibios (Speedy)

A linhagem celular Speedy foi utilizada como modelo de estudo para os ensaios
de toxicidade pela Resazurina; genotoxicidade/mutagenicidade pelo ensaio do cometa e
do MN com bloqueio de citocinese; e alteracao de ciclo celular e fragmentagao nuclear
por citometria de fluxo. A linhagem celular usada foi cedida pelo Prof. Dr. Nicolas Pollet
do Institute of Systems & Synthetic Biology — iSSB — Genopole/Franga e inserida no
banco de células do Laboratério de Mutagénese Ambiental do Departamento de Biologia
da UNESP-IB/Rio Claro/SP.

O cultivo celular foi realizado com o meio Leibowitz L-15, preparado com solucao
antibidtica/antimicética e suplementado com 10% de soro bovino fetal. Foram utilizadas

garrafas de 25 cm? sem ventilagdo, em uma incubadora BOD a 28 °C. Nessas
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condigdes, o ciclo celular foi de 24 horas.

2.4. Teste de viabilidade celular

Para o ensaio de resazurina com a linhagem celular Speedy, as células foram
expostasas nove concentracdes da combinacdo de CAD e PUT, descritas na tabela 1, de
acordo com o protocolo de O Brien et al., (2000), com algumas modificagdes. 2,34 x 10°
c¢lulas foram colocadas em microplacas de 96 pogos para estabilizagdo, onde foram
mantidas nas condigdes especificadas do item 2.3, por 24 h. O controle negativo (CN) foi
realizado com meio de cultura celular e o controle positivo (CP) com meio de cultura
celular e Triton X-100 a 1%. Em seguida, as células foram incubadas por 4 h com
resazurina (44 uM), nas mesmas condi¢cdes. As placas foram lidas em leitor de placa,
modelo Infinite M200 Pro™ plate reader (Tecan, Crailsheim, Germany), a 590 nm. O
ensaio foi realizado em triplicata. As concentragdes testadas (Tabela 1) foram
consideradas citotoxicas, quando apresentaram valores inferiores a 80% daqueles

observados para o CN.

2.5. Ensaio do cometa

O ensaio do cometa foi realizado de acordo com o protocolo descrito por Tice et al.
(2000), com algumas modificacdes. 1 x 10° células da linhagem Speedy foram cultivadas
em frascos de 25 cm?, onde foram mantidas para estabilizacdo sob as condig¢des descritas
no item 2.3. As células foram expostas a 3 diferentes concentragdes da associagdo de
CAD e PUT, selecionadas no ensaio de viabilidade celular, descritos na tabela 2, por um
periodo de 24 horas. O CN foi realizado com meios de cultura celular e o CP foi
realizado com solugdo de sulfonato de metilmetano (MMS) 10 mM, preparado pela
diluicao de 3,33 pL de MMS (marca: Sigma Aldrich) em 4 mL de PBS. Desta solugao,
foram pipetados 50 pL, os quais foram acrescentados com 5 mL de meio especifico para

cada linhagem celular (1 x 10-2 M; 50 ul/5ml).
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Tabela 2: Concentragdes ndo citotoxicas (viabilidade maior que 80%) das

diferentes associacoes de CAD e PUT testadas.

Soluc¢oes Cadaverina Putrescina Tratamentos
6 10% 0,1% T1
8 5% 0,1% T2
9 5% 0,01% T3

As solugdes 6, 8 e 9 correspondem aos percentuais baseados na amplitude inferior e
superior a0 NOAEL 83mg/Kg para ratos de CAD (Til, et al.,1997) e da DL 50 463
mg/kg para ratazanas de PUT, de acordo com a ficha técnica de seguranga do produto.
As solugdes 6, 8 e 9 referem-se aos tratamentos (T) T1, T2 e T3, respectivamente.
Fonte: elaborada pela autora (2022).

Em seguida as células foram desprendidas da parede dos frascos, utilizando 500 pL
de Tripsina-EDTA (25%). Depois disso, o processo foi inativado pela adi¢do de 5 mL de
meio completo. As células foram transferidas para tubos de centrifugacdo e centrifugadas
a 1.500 rpm, por 5 minutos. Os sobrenadantes foram descartados e apenas 0,5 mL destas
solugdes foram ressuspendidas. Células de controle com viabilidade >80% (Trypan
Blue Dye - Teste de Exclusdo) foram colhidas e processadas para o ensaiocometa (pH >
13) (TICE et al., 2000, THA et al., 2021).

Posteriormente, laminas recobertas com agarose normal receberam 20 uL de
suspensao celular misturados com 120 pL de agarose de baixo ponto de fusdao a 37 ° C.
O material foi recoberto com laminula e colocado a 4°C por 15 minutos. Apos a
solidifica¢do do gel, as laminulas foram removidas e as laminas foram transferidas para
uma cubeta com solugdo fria de lise (1 mL Triton X-100, 10 mL de DMSO e 89 mL de
solucao stock de lise - NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, Tris 10 mM e ~ 8,0 g de NaOH,
pH 10,0), mantidos a 4 °C, no escuro, durante 1 hora. Em seguida, as laminas foram
transferidas para uma cuba de eletroforese e cobertas com tampao (NaOH 300 mM +
EDTA 1 mM, pH> 13,0), para estabilizagdao, por 20 minutos. Na sequéncia, as laminas
foram submetidas a eletroforese a 39 V ¢ 300 mA (~ 0.8 V/cm), por 20 minutos. A
seguir, as laminas foram neutralizadas com trés banhos de 5 minutos, em tampao de
neutralizacdo (0,4 M de tris-HCL, pH 7,2) e fixadas, durante 10 minutos, em etanol
absoluto. No momento da realizacdo das analises, as laminas foram coradas com
GelRed® (15 pL de GelRed 10.000X em agua, 5 mL de NaCl a 1 M, e 45 mL de agua
destilada) e analisadas em microscopio de fluorescéncia Leica, filtro B — 34 (excitagdo:
i= 420-490 nM, barreira: [=520 nM). O ensaio foi realizado em triplicata e a contagem

foi feita ao acaso, em objetivas de 40x, onde foram contabilizados 200 nucleo6ides por
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frasco (3 réplicas, duas laminas com 100 nucledides cada), totalizando 600 nucledides
por tratamento. As analises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism 8.0,
considerando os valores médios da porcentagem de DNA presente na cauda do cometa.
Inicialmente, foi realizada a normalidade e homogeneidade pelos testes de Shapiro-Wilk
e Levene, respectivamente. Foi usada como teste paramétrico, a analise de variancia
ANOVA — um critério, seguido do post hoc Dunnet. Ja o teste de Kruskal-Wallis foi
empregado como teste ndo paramétrico, seguido pelo teste de Dunn. O nivel de

significancia utilizado nos testes de hipoteses foi de p < 0,05.

2.6. Teste de micronucleo de bloqueio de citocinese (CBMN)

O teste de CBMN foi realizado de acordo com o protocolo de Natarajan e
Darroudi (1991), com algumas modificacdes. A descricdo do preparo das solugdes
utilizadas neste ensaio encontra-se apresentada no Apéndice D. 1 x 10° células da
linhagem Speedy foram cultivadas em frascos de 25 cm?, sob as condi¢des descritas no
item 2.3, por 24 h. As células foram expostas a 3 diferentes concentragdes da associagdo
de CAD e PUT, descritas na tabela 2, por um periodo de 24 horas. O CN foi realizado
com meio de cultura celular e o CP foi realizado com MMS 10 mM, preparado pela
diluicao de 3,33 uL de MMS (marca: Sigma Aldrich) em 4 mL de PBS. Desta solucao,
foram pipetados 50 pL, os quais foram acrescentados com 5 mL de meio especifico para
cada linhagem celular (1 x 10-2 M; 50 ul/5ml).O experimento foi realizado em triplicata.

ApOs a exposigao, as cé€lulas foram lavadas duas vezes com PBS e 5 mL de meio de
cultura completo, contendo 3 pg / mL de citocalasina B. Os frascos foram incubados em
temperatura especifica para cada linhagem, descritas no item 2.3, por 28 horas (TSUBOY
et al., 2007; CHEQUER et al., 2009 e MAZZEO et al., 2016). As células foram colhidas,
fixadas com Carnoy (metanol: acido acético, 3: 1 v/ v) e mantidas a 4 °C, antes da sua
utilizacdo nos ensaios. Para preparagdo das laminas, aproximadamente cinco gotas da
cultura foram colocadas em laminas limpas, contendo um filme de agua fria. Apos a
secagem, as laminas foram submetidas a hidrolise, com HCI 1N, por 10 minutos, a 60 °C.
Em seguida, as laminas foram expostas, por 2 horas, ao reativo de Shiff, sendo,
posteriormente lavadas com agua corrente. Apds secas, as laminas foram coradas com
Giemsa 5%, por 8 minutos. As laminas foram analisadas em microscopia de luz, na
ampliacdo de 1.000X. O ensaio foi realizado em triplicata. Foram contabilizadas 2000
células por réplica, totalizando 6000 células para cada concentragdoe controles.

Para a avaliacdo da genotoxicidade das combinagdes de CAD e PUT, foram
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consideradas pontes nucleoplasmaticas e/ou brotos nucleares e para o potencial
mutagénico, células binucleadas portadoras de MN (Fenech et al. 2003). A avaliacao do
indice de divisdo celular (IDC) foi realizado pela contabilizagdo de 1.000
células/tratamento. O IDC foi calculado seguindo a férmula: IDC = [M1 + (2xM2) +
(3xM3) + (4xM4)]/N, onde M1 — M4 representam os numeros de células com 1 a 4
nucleos, respectivamente, ¢ N ¢ o numero total de células analisadas (EASTMOND;
TUCKER, 1989). Para as analises estatisticas, inicialmente, foi realizado o teste de
normalidade e homogeneidade de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Como teste
paramétrico, foi usada a andlise de variancia ANOVA — um critério, seguido do post hoc
Dunnet. Ja o teste de Kruskal-Wallis foi empregado como teste ndo paramétrico, seguido

pelo teste de Dunn. O nivel de significancia utilizado nos testes de hipoteses foi p <0,05.

2.7. Perfil do ciclo celular e fragmentacio do DNA por citometria de fluxo

A distribuigao do ciclo celular e a porcentagem de células com DNA fragmentado
foram avaliadas pelos resultados obtidos nas mensuragdes do conteudo de DNA, apos a
marcagio com iodeto de propidio (IP). 2,5 x 10° células foram cultivadas em placas de 6
pocos, sob as condigdes descritas no item 2.3. As células foram expostas, primeiramente
a um periodo de 24 horas, a 3 diferentes associagoes (T1, T2 e T3). Como ndo foram
observadas alteracdes no ciclo celular e de fragmentagdo de DNApara essas associagoes,
foi também testada uma associagdo adicional, de maior concentragdo das aminas (CAD
20% + PUT 10%, representada na Tabela 1 como solug¢do 5). Foi entdo realizado um
novo ensaio com essas 4 associagdes para os tempos de 24 e 48 horas de exposicao
(Tabela 3). O CN foi realizado com meios de cultura celular e o CP foi realizado com
solugdo de MMS 10 mM, preparado pela diluicdo de 3,33 pL. de MMS (marca: Sigma
Aldrich) em 4 mL de PBS. Desta solugdo, foram pipetados 50 pL, os quais foram
acrescentados com 5 mL de meio especifico para cada linhagem celular (1 x 10-2 M; 50
ul/5ml)..

Ap0s os tratamentos, as células foram coletadas por tripsinizagdo e transferidas
para tubos de microcentrifuga. Os tubos foram centrifugados a 300 x g, por 5 minutos,
em temperatura ambiente. Na sequéncia, as cé€lulas foram lavadas com solu¢do salina
tamponada fosfato (PBS). As células foram fixadas com etanol (70%) em banho de gelo
por 30 minutos. Posteriormente, foram centrifugadas a 300 x g, durante 5 minutos, a
temperatura ambiente e lavadas com solu¢do salina tamponada fosfato (PBS). Em

seguida, foram adicionados as células 200 puL da solugdo de coloragao (20 pg/mL de IP),
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10 pg/mL de RNAse A e 0,1% de Triton X-100, onde foram incubadas, no escuro, em
temperatura ambiente, por 30 minutos. As cé¢lulas foram analisadas sob citdmetro defluxo
BD Accuri ™ C6 (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA). Foram registrados 10.000
eventos por amostra, usando o canal FL-2A para determinar o conteido de DNA das
células. As porcentagens de células nas diferentes fases do ciclo celular foram
configuradas a partir dos dados coletados, usando o software BD Accuri ™ C6 (BD

Biosciences, San Jose, CA, EUA).

Tabela 3: Solucdes das diferentes associacdoes de CAD e PUT usadas no ensaio em

citometria de fluxo.

Soluc¢odes Cadaverina Putrescina Tratamentos
6 10% 0,1% T1
8 5% 0,1% T2
9 5% 0,01% T3
5 20% 10% T4

As solugdes 6, 8, 9 e 5 correspondem aos percentuais baseados na amplitude inferiore
superior a0 NOAEL 83mg/Kg para ratos de CAD (Til, et al.,1997) e da DL 50 463
mg/kg para ratazanas de PUT, de acordo com a ficha técnica de seguranga do produto.
As solugoes 6, 8, 9 e 5 referem-se aos tratamentos (T) T1, T2, T3 e T4 respectivamente.
Fonte: elaborada pela autora (2022).

2.7.1. Analise estatistica

No presente estudo, foram realizados trés experimentos independentes, com
células de diferentes lotes. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Os
resultados dos ensaios foram submetidos as andlises estatisticas. Os valores estdo
apresentados como média + erro padrao (SEM). As diferengas entre os tratamentos foram
tratadas pelo One-Way ANOVA, seguido pelo teste posthoc de Tukey. As analises
estatisticas foram realizadas usando o software SigmaStat, versdo 3.5 para Windows
(Systat Software, Inc., Point Richmond, CA). As diferengas foram consideradas
estatisticamente significativas quando as probabilidades foram menores que 0,05 (p <

0,05).

3.  Resultados

No presente estudo, foram realizados ensaios com a linhagem celular de fibroblasto
de anfibio (Speedy), que forneceram dados que permitem uma melhor compreensao da
acao bioldgica dos dois mais importantes componentes do necrochorume, a cadaverina ea

putrescina.
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Para esta avaliagdo, foi primeiramente testada a citotoxicidade de 9 diferentes
solucdes das aminas CAD e PUT (tabela 1). Por este ensaio, foi possivel observar que
as solucdes de maior concentragdo de CAD (20%) ou de PUT (10%) foram sempre
citotoxicas para as células Speedy (Tabela 4), independente da concentracdo da outra
amina associada. A concentracdo de 10% de CAD foi citotoxica, quando associada as
duas maiores concentragdes de PUT (10 e 0,1%). As menores concentracoes de CAD
(5%) nao foram citotoxicas, com exce¢do da associagdo com a maior concentracdo de
PUT (10%, solucdo 3 da tabela 1). Pelos ensaios de viabilidade celular ¢ possivel
sugerir um efeito potencializador ou aditivo da PUT sobre a CAD. Porém, para a
certificacdo deste efeito, deverdo ser realizados outros ensaios com citometria de fluxo,
como, apoptose com anexina - V, e analise de expressao génica.

Por estes resultados iniciais de citotoxicidade, foram selecionadas as solugdes 6, 8 ¢
9, cujas viabilidades celulares ficaram entre 80 a 100% (Tabela 4), solugdes estas que
foram renomeadas como tratamentos 1, 2 e 3 (T1, T2 e T3), para serem usadas nos
ensaios do cometa, do MN com bloqueio de citocinese € nas andlises em citometria de

fluxo.
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Tabela 4: Resultados do teste de viabilidade celular (Resazurina) de células Speedy
expostas a solugdes com diferentes associacdes de CAD e PUT.

Solucoes Cadaverina Putrescina Viabilidade celular
Média = DP
1 20% 0,01% 137,21 +6,91%
2 20% 0,10% 153,13 + 12,59%
3 5% 10% 157,98 + 5,14%
4 10% 10% 161,55 +10,37%
5 20% 10% 152,44 + 12,72%
6 10% 0,10% 80,16 + 12,67%
7 10% 0,01% 75,67 +5,83%
8 5% 0,10% 82,51 +5,76%
9 5% 0,01% 84,25 +4,17%

Solugdes 1 a 9 correspondem aos percentuais baseados na amplitude inferior e superior ao
NOAEL de cadaverina (83mg/Kg) para ratos (Til, et al.,1997) e da DL 50 de putrescina (463
mg/kg) para ratazanas, de acordo com a ficha técnica de seguranga do produto. Fonte:
elaborada pela autora (2022).

As doses testadas de CAD e PUT nao induziram quebra no DNA em células da
linhagem de fibroblasto de anfibio (células Speedy).

Os resultados obtidos pelo critério intensidade da cauda mostraram que ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre os tratamentos testados (T1, T2 e T3) e o
CN (Figura 1), resultados estes que possibilitam inferir que essas associagdes dasaminas
biogénicas CAD e PUT nao apresentaram potencial genotdxico para a linhagem celular

Speedy.
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Figura 1: Resultados do ensaio do cometa em células Speedy expostas em trés
diferentes concentragdes de associagdes de CAD e PUT, previamente selecionadas no

ensaio de resazurina.
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Porcentagem de DNA na cauda de células Speedy expostas a diferentes
tratamentos comassociagdes de cadaverina (CAD) e putrescina (PUT).
T1 =10% CAD + 0,1% de PUT; T2 = 5% de CAD + 0,1% de PUT;
T3 = 5% de CAD + 0,01% de PUT. CN: controle negativo, CP:
controle positivo. * estatisticamente significativo em relagdo ao CN
(teste de Kruskal- Wallis/Dunn’s (p<0,05). Fonte: elaborada pela autora
(2022).

Baixas doses de CAD associada a PUT causam efeitos genotoxicos e/ou potencial
mutagénico em células Speedy

A citotoxicidade das associacdes T1, T2 e T3 foi avaliada pelo ensaio de CBMN,
sendo considerado neste teste o Indice de Proliferagdo do Bloqueio de Citocinese (IPBC).
Na linhagem celular Speedy, as associagdes testadas (T1, T2 e T3) ndo apresentaram
diferenca estatistica significativa quando comparadas ao CN.

A atividade genotoxica/mutagénica das associagdes testadas (T1, T2 e T3) na
linhagem celular Speedy, foi avaliada pelo teste do CBMN, onde foram considerados os
resultados relacionados a presenca (frequéncia) de MN, formacdo de brotos nucleares e
de pontes em células binucleadas.

Pelos resultados do ensaio do MN, pode-se inferir que o T1 ndo se apresentou

genotoxico para a linhagem celular Speedy, pois essa associagao nao induziu nenhum tipo
88



de dano para a célula testada. Contudo, pode ser avaliada em T2 a frequéncia deMN
estatisticamente significativa em relagdo ao CN. Em T2 e T3 a presenca de brotos
nucleares apresentou dados estatisticamente significativos em comparagdo aos do CN. Ja
para a frequéncia de pontes internucleares, os tratamentos T1, T2 e T3 ndo diferiram
estatisticamente do CN. Por esses resultados, ¢ possivel inserir que T2 e T3 foram
genotoxicas, sendo que o T2 apresentou ainda potencial mutagénico (Tabela 5 e Figura

2).

Tabela 5: Indice de proliferagio do bloqueio de citocinese (CBPI) e frequéncia de MN,
brotos nucleares e pontes internucleares observadas nas células Speedy expostas a

diferentes associagdes das aminas biogénicas CAD e PUT.

CBPI MN Brotos Pontes
Média £ DP Média + DP Média + DP Média + DP
CN 1,74+0,06 0,88+0,43 0,70+0,30 0,05+0,05
CP 1,59+0,03* 2,06+0,03* 2,92+0,46* 0,18+0,10
T1 1,80+0,02 1,05+0,10 0,98+0,03 0,15+0,17
T2 1,75+0,01 1,88+0,32* 3,11+0,29* 0,08+0,08
T3 1,69+0,03 1,39+0,38 3,47+0,08* 0,08+0,08

Valores expressos em Média + Desvio Padrao dos resultados da frequéncia de alteragdes do ensaio do
MN, para formagdo de MN, brotos e pontes em células Speedy expostas a diferentes tratamentos com
associagdes de cadaverina (CAD) e putrescina (PUT). T1 = 10% CAD + 0,1% de PUT; T2 = 5% de CAD
+ 0,1% de PUT; T3 = 5% de CAD + 0,01% de PUT. CN: controle negativo, CP: controle positivo.
*Diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao CN (Kruskal-Wallis, (¥*) p<0,05; (**) p<0,01;
(***) p<0,001). Fonte: elaborada pela autora (2022).
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Figura 2: Resultados das frequéncias de MN, brotos nucleares e pontes nucleoplasmatica

observadas em células Speedy expostas as associagdo T1, T2 e T3 de CAD e PUT.

*
*
*
*
300 x
2501
100
501
0 U]

CN CcP T 2 3
Tratamentos

N
o
o

Numero de alteragoes
o
o

MN
Broto

Ponte

Frequéncia de alteragdes do ensaio do MN, para formag¢ao de MN, brotose
pontes em células Speedy expostas a diferentes tratamentos com
associagdes de cadaverina (CAD) e putrescina (PUT). T1 = 10% CAD +
0,1% de PUT; T2 = 5% de CAD + 0,1% de PUT; T3 = 5% de CAD +
0,01% de PUT. CN: controle negativo, CP: controle positivo.
*Estatisticamente significativo em relagdo ao Controle Negativo (Kruskal-
Wallis, p<0,05; comparagdes multiplas pelo teste de Dunn).

Altas doses de cadaverina e putrescina causam uma parada da fase S e aumentama
porcentagem de células com DNA fragmentado nas células Speedy

A acdo citotoxica e os efeitos sobre a progressdo do ciclo celular de diferentes
associacoes de CAD e PUT foram avaliados por bioensaios realizados com células de
fibroblasto de anfibio (Speedy), expostas a 24 e 48 horas de tratamento. Os resultados
obtidos nos ensaios de 24 horas de tratamento ndo exibiram diferencas estatisticamente
significativas de fragmentacdo celular e no ciclo celular, em relacdo ao CN, para
nenhuma das associacdes testadas (Figuras 3 e 4). Os ensaios realizados com a mesma
linhagem celular submetida a tratamentos de 48 horas mostraram que os tratamentos
T1, T2 e T3 ndo induziram alteragdes significativamente diferentes do controle para o

pardmetro fragmentacdo celular, mas houve um aumento significativo (9%) na

90



porcentagem das células com DNA fragmentado para a associagdo T4 (Figura 5).
Também foi observado que a combinagdo de T4 induziu uma parada do ciclo celular na
fase que controla a duplicagdo do DNA (fase S), ap6s 48 horas de tratamento (Figura 6).
A associacdo T4 alterou significativamente a progressao do ciclo celular, aumentando a
porcentagem de células na fase S em cerca de 7,8% em T2, quando comparado a CN,

para cerca de 12,2% em T4 (Figura 6).
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Figura 3: Andlise de fragmentacdo de DNA por coloragao IP, avaliada por citometria de fluxo apds tratamento com CAD e PUT associadas em células Speedy
(populacdo de células subG0/G1).
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CN. Controle negativo; T1. Associagdo da solucdo a 10% de Cadaverina com 0,1% de Putrescina (v/v); T2. Associacdo da solugdo a 5% de Cadaverina com 0,1% de Putrescina
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positivo.
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Figura 4: Analise do ciclo celular (coloragdo IP) por citometria de fluxo apos tratamento com CAD e PUT associadas em célulaSpeedy
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Assim, 24 horas de exposi¢ao das associagdes de CAD e PUT, para a linhagem
celular Speedy, pode ndo ter sido suficiente para induzir efeitos deletérios sobre este

modelo de estudo.

4. DISCUSSAO

Do ponto de vista cientifico, hd um desconhecimento por parte da populagdosobre
os impactos que a decomposicdo cadavérica, comum nos cemitérios, promove ao
ambiente (ANJOS, 2013).

As substancias organicas CAD e PUT, encontradas no necrochorume, apresentam
patogenicidade pela sua capacidade de desestabilizar macromoléculas como os acidos
nucléicos, lipideos e proteinas, podendo assim gerar eventos de estresse oxidativo,
carcinogenicidade ou mesmo a morte celular (THOMAS; THOMAS, 2001; UNAL;
PALAVAN-UNSAL; TUFEKCI, 2008; HUSSAIN et al., 2011; GONCALVES et al.,
2021). Por esse seu potencial reativo com macromoléculas, tornou-se necessario avaliar
essa potencialidade sob os sistemas bioldgicos.

Por esta razdo, ¢ de extrema importancia a realizacdo de ensaios que permitam
avaliar os efeitos dessas aminas sobre o material genético dos organismos, tanto quando
se apresentam isoladas, como quando estdo em associagdo, como ¢ o caso do
necrochorume. Esse liquido, que se caracteriza como o principal contaminante de
ambientes de cemitérios, contém na sua composi¢ao as aminas biogénicas CAD e PUT,
as quais conferem a ele uma alta toxicidade.

Assim, nesse estudo foi avaliado o potencial genotoxico, pelo ensaio do cometa, de
diferentes associagdes nao citotoxicas de CAD e PUT (T1, T2 e T3), sobre células da
linhagem celular Speedy. Esse teste € sensivel e amplamente utilizado para detectar danos
primarios no DNA, como quebras de simples- fita simples, quebras de dupla-fita, sitios
alcali labeis e ligacdo cruzada DNA-DNA/DNA-proteina (OLIVE et al., 1990, TICE,
2000, BAJPAYEE et al., 2019 e SILVA et al., 2021).

O parametro mais recomendado para fins regulatorios ¢ a porcentagem de DNA
na cauda, um parametro indicador da quantidade de quebras no DNA (OLIVE 1999;
COLLINS, 2008 e KUMARAVEL et al., 2009), o). Os dados do presente estudo
apontam que as combinagdes de CAD e PUT testadas (T1, T2 e T3) nao induziram
quebras no material genético em células Speedy, portanto ndo foram genotdxicas. No
presente estudo também foram realizadas avaliagdes do Indice de Proliferagdo celular

com Bloqueio da Citocinese (CBPI), da presenca de broto e pontes nucleares, além do

96



teste MN, onde os dois primeiros sao indicadores de genotoxicidade e o ultimo de
mutagenicidade (FENECH, 2000; OECD, 2014b; OECD, 2017; REN et al., 2017;
VERHEYEN; DEUN; MIERT, 2017). Pelo ensaio de CBPI, realizados com a linhagem
Speedy, os tratamentos T1, T2 e T3 ndo apresentaram potencial proliferativo, quando
comparados ao grupo CN.

Quanto aos parametros de genotoxicidade (presenga de brotos nucleares) e
genotoxicidade e potencial mutagénico (presenga de MN), ndo foram registrados efeitos
genotdxicos para a associacao das maiores concentragdes de CAD e PUT (T1). J& os
ensaios realizados com as combinacdes de menores concentragdoes das aminas indicaram,
para esses mesmos parametros, que T2, foi genotoxico e potencialmente mutagénico e T3
foi genotdxico para as células Speedy. Nenhuma das associagdes testadas (T1, T2 e T3)
induziram a formagao de pontes internucleares.

Os MNs sao marcadores bioldgicos comumente usados para medir danos ao DNA
promovidos por agentes quimicos (SOMMER et al., 2020 e HEAVEN et al., 2021). Estes
podem ser formados por fragmentos acéntricos ou por cromossomos inteiros que nao
foram incorporadas ao nucleo principal das células, durante o processo de divisdo celular,
em decorréncia de acdo aneugénica e/ou clastogénica do agente indutor (FERNANDES
et al., 2007).

Os brotos nucleares sdo estruturas dispostas na periferia externa do ntcleo celular,
compostas de cromatina que foi amplificada durante a replicacio do DNA e,
consequentemente, expulsa do interior nuclear. Essa alteracdo ¢, geralmente, decorrente
da acdo de substancias toxicas sobre as fibras do fuso (efeito aneugénico), impedindo a
migracdo dos cromossomos para os polos opostos, durante o processo de divisdo celular.
Esse impedimento de migracdo leva a uma consequente poliploidizagao cromossdmica.
Esse material amplificado ¢, entdo, eliminado do nucleo, sob a forma de brotos
(FENECH; CROTT, 2002 ¢ FENECH, 2011). J& as pontes nucleoplasmaticas sdo
originadas de danos ndo reparados no DNA, que promovem rupturas nessa molécula
(efeito clastogénico) (FENECH, 2006).

No ensaio do MN, realizado com células Speedy expostas a T2 e T3, foram
observadas alteragdes genotodxicas, e ainda em T2 houve indicativo de mutagenicidade,
provavelmente decorrente de efeito aneugénico, pois ndo foram identificadas evidéncias
de formacao de ponte por este ensaio, tampouco quebras/rupturas do DNA pelo ensaio do
cometa. No entanto, deve-se levar em consideracdo que as lesdes primarias no DNA,

como as quebras de fita simples, t€m uma “vida curta”, podendo ser visualizadas entre 2e
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6 h de exposi¢ao (BRENDLER-SCHWAAB et al., 2005; BIANCHI et al., 2015) e,
como os ensaios realizados neste estudo foram de 24 horas de exposi¢do, pode ndo ter
sido possivel a visualiza¢do desses danos.

O teste do MN foi mais sensivel para avaliar o potencial genotdxico e mais
indicativo de potencial mutagénico que o ensaio do cometa, resultados esses que
corroboram outros estudos de avaliacao de potencial toxico realizados com culturacelular
(ROBERTO et al., 2016; ZUNEC et al., 2016). Pfau et al. (1999) também observaram em
células MCLS5 tratadas com a amina aromatica heterociclica, que o teste do MN foi mais
sensivel que o do ensaio do cometa.

Dessa maneira, a genotoxicidade de compostos quimicos pode ser avaliada em
diferentes linhagens celulares, por meio de associagdes entre o teste do cometa e do MN
(VAN GOETHEM et al., 1997; MAZZEO et al., 2013; BIANCHI et al., 2015; GAJSKI
et al., 2016). Por meio desses ensaios conjuntos, ¢ possivel obter informagdes mais
consistentes sobre o mecanismo de acdo de uma substancia testada (MALUF, 2004).

De acordo com Tewari et al. (2005) e Sommaggio et al. (2018), essas avaliagdes
sdoindispensaveis, uma vez que elas podem fornecer um prognoéstico de possiveis efeitos
danosos sobre os seres vivos. A toxicidade de uma substancia pode ser estimada por meio
da aplicacdo de metodologias de complexidade variavel, usadas sobre determinadas
espécies, cujas respostas inferem a acdo bioldégica da substidncia investigada
(LUVIZUTTO, 2008).

No ensaio de citometria de fluxo foram avaliados o perfil do ciclo celular e a
fragmentacado de DNA, apds a coloragdo com IP. A fluorescéncia gerada pelo IP no
citdbmetro ¢ diretamente proporcional a quantidade de DNA da célula, possibilitando,
assim, determinar a fase do ciclo em que a célula se encontra. As células com menor
intensidade de fluorescéncia sdo as que apresentam fragmentagdo do DNA, caracteristica
do fendmeno de morte celular (apoptose) (NUNEZ, 2001). Os ensaios realizados com 24
horas de exposi¢do das células as combinacdes de CAD e PUT ndo resultaram em danos
ao DNA. No entanto, no tempo de 48 horas, a combina¢do adicional (T4), referente a
associacao de concentragdes mais altas de CAD e PUT, causaram danos no DNA, que
levaram as células a apoptose. O tempo de 48 horas de exposi¢dao, também inibiu a
progressdao do ciclo celular, pois levou a parada desse ciclo na fase S, afetando a
replicagdo do DNA. Danos no DNA, causados por fatores externos, podem ativar de
pontos de checagem da fase S, que retardam ou interrompem a progressdao do ciclo

celular, para evitar a divisdo celular incorreta (TAMBORLIM et al., 2020). Ainda para o
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tempo de 48 horas, para as combinagdes nao citotoxicas (T1, T2e T3) e genotoxicas (T2
e T3) ndo levaram a fragmentagdo do DNA e/ou danos no ciclo celular.

Chen et al. (2015) avaliaram o efeito da putrescina sobre a proliferacdo celular e
apoptose em linhagem celular 2D de fibroblastos de pele humana (HSF), exposta a esta
substancia por 24 horas. Os autores verificaram que concentracdes baixas da amina (0,5,
1,0, 5,0 e 10 pg/mL) induziram proliferacao celular e diminuiram a taxa de apoptose,
enquanto que altas concentragdes (100, 500 e 1000 ug/mL) inibiram a proliferagdo
celular e induziram a apoptose dos fibroblastos. Os autores observaram quea indugdo de

apoptose na linhagem celular HSF teve uma relacao concentragao dependente.

Del Rio et al. (2019) avaliaram a citotoxicidade das diaminas cadaverina (0 a 150
mM) e putrescina (0 a 160 Mm) em células intestinais HT29, para determinar os limites
legais dessas diaminas em alimentos. Os resultados deste estudo mostraram que as
concentragdes mais comumente encontradas nos alimentos foram citotoxicas para as
células intestinais estudadas, uma vez que induziram necrose nessas células. Os autores
observaram ainda que a citotoxicidade da CAD ¢ duas vezes maior que a da PUT.

Os resultados obtidos no presente estudo com a linhagem celular de fibroblasto de
anfibio (Speedy) corroboram os de Chen, et al. (2015), quanto a inducdo de morte celular
pelas concentragdes mais altas testadas de CAD e PUT. Porém, os ensaios realizados
com as células Speedy, expostas a associagoes de CAD e PUT, mostraram que as
alteracdes do ciclo celular e a fragmentagao do DNA ocorreram somente no ensaio com
48 horas de tratamento. A associacdo T4, aplicada nos ensaios de ciclo celular e
fragmentacdo do DNA, se mostraram extremamente danosas para as células Speedy.

No ensaio de exposicdo por 24 horas foi observado efeito genotdxico para as
associagdes de menor concentracdo de CAD (T2 e T3). Essa reposta de genotoxicidade
observada necessita ser mais investigada, para certificar se a concentracdo mais alta de
CAD teve ou ndo uma agdo téxica maior, levando a inviabilidade celular. Estudos de
toxicidade em andamento, realizados pelo nosso grupo com associagdes dessas aminas,
sugerem que a PUT age como potencializadora da acdo toxica da CAD (dados nao
publicados).

CAD e PUT em concentragcdes micromolares estdo envolvidas em atividades
fisiologicas importantes para o meio bioldgico (microrganismos, plantas e animais). Essas
aminas apresentam sitios nucleofilicos altamente reativos com macromoléculas
organicas, como os acidos nucléicos, lipidios e proteinas (BACH et al., 2012; del RIO et

al., 2017, LADERO et al.,, 2010). Assim, embora essas moléculas participem de
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importantes reagdes fisiolégicas em baixas concentracdes, elas também podem
desequilibrar todo o sistema bioldgico, quando em altas concentragdes.

Esse estudo ¢ pioneiro na utilizagdo da linhagem celular Speedy para avaliar
toxicidade de compostos quimicos. De acordo com os resultados, esse modelo de estudo
foi eficaz para estimar a acao toxica de diferentes concentragdes e associagdoes das aminas
biogénicas CAD e PUT.

Foi observado no presente estudo que a associacdo de CAD e PUT causam danos
no material genético, mesmo em baixas concentragdes. Além disso, o estudo mostrou que
produtos da decomposi¢ao cadavérica, presentes em ambientes de cemitérios, podem se
caracterizar como poluentes ambientais de alta toxicidade. Com isso, reforga- se a

necessidade de realizacdo de mais investigagdes cientificas em ambientes cemiteriais.

5. CONCLUSOES
Com base em todos os resultados obtidos, pode-se inferir que esse estudo contribui

para uma melhor compreensao dos efeitos citogenotdxicos de compostos cujosmodos de
acdo ainda sdo pouco conhecidos, como os das aminas biogénicas CAD e PUT;

O presente estudo ¢ pioneiro, tanto pela investigagdo de toxicidade de
contaminantes de cemitérios, como pelo bioindicador utilizado nesta analise (linhagem
celular Speedy, obtida de fibroblasto de Xenopus tropicalis);

As células Speedy tém por caracteristica ser uma linhagem de rapida proliferagao,
que a torna muito interessante para a obtengao de rapidos diagndsticos ambientais;

A linhagem Speedy se mostrou eficiente para investigar os efeitos citogenotdxicos
de associacdes das aminas biogénicas CAD e PUT, um complexo contaminante de areas
cemiteriais;

Foi observado que a as aminas CAD e PUT apresentou alta citotoxicidade para as
associacdes de maiores concentracdes testadas para de CAD (20 e 10%) e PUT (10 e
0,1%). As associagdes de 20% de CAD e 10% de PUT foram citotoxicas, independente
da concentracdo da outra bioanina associada. A menor concentracdo de CAD (5%) s6
apresentou citotoxicidade, quando associada a maior concentragdo de PUT (10%);

Pelos resultados obtidos nos ensaios de genotoxicidade, foi possivel observar que
as baixas concentragdes das aminas induzem um efeito aneugénico sobre as células
Speedy, quando em exposi¢ao por 24 h. Ja nas exposi¢des celulares por 48 horas, as
concentragdes mais altas das aminas (CAD 20% e PUT 10%) induziram fragmentac¢do do

DNA e parada do ciclo celular na fase S e morte celular. Assim, pode-se inferir que
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toxicidade das aminas CAD e PUT, para a linhagem Speedy, foi tempo dependente de
eXposicao.

Os efeitos observados neste estudo indicam que, mesmo as associagdes combaixas
concentragdes de CAD e PUT, podem interagir com o material genético dos organismos
eventualmente expostos, que, em um cendrio mais realista, pode comprometer o sistema
biologico de diferentes espécies.

Com este estudo foi possivel observar que essas aminas apresentam um alto
potencial poluidor, o que traz a reflexdo da necessidade de um monitoramento constante
dos ambientes de cemitérios, pois nesses locais essas aminas sao produzidas

continuamente, devido ao processo de decomposicao cadavérica inerente desses locais.
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RESUMO

Apos a inumagao, os corpos passam por processos de decomposicao bioldgica e quimica,
a qual gera um liquido téxico, denominado de necrochorume. O necrochorumepercola no
solo, podendo também atingir compartimentos hidricos superficiais e subterraneos. Esse
liquido tem em sua composicao as aminas biogénicas cadaverina (CAD) e putrescina
(PUT), que apresentam alto potencial toxico, devido a sua afinidade de ligagdo com
acidos nucleicos, proteinas e lipideos. Essas aminas, em nanoconcentragdes,
desempenham importantes fung¢des na fisiologia celular, mas, quando em altas
concentracdes induzem alteragdes que podem gerar danos e até morte celular. Como o
modo de a¢do dessas aminas ainda ¢ pouco conhecido, estudos que abordem esse tema se
tornam de extrema importancia. Bioensaios com cultura celular vém sendo cada vez mais
aplicados na toxicologia por serem eficientes para avaliar efeitos de compostos com
potencial toxico, além de serem ensaios que ndo esbarram emquestdes €ticas, como as
experimentacdes com animais. Neste estudo, foi avaliada a citogenotoxicidade e o
potencial mutagénico de associacdes das aminas biogénicasCAD e PUT para células da
linhagem de figado humano HepG2/C3A. Essa avaliacdo conjunta se deve a liberacao
concomitante dessas aminas durante a putrefacdo cadavérica, portanto por elas estarem
presentes no necrochorume. Foram realizados testes de citotoxicidade pelo ensaio de
Resazurina e de genotoxicidade e potencial mutagénico pelos ensaios do cometa e do
MN com bloqueio de citocinese. O ensaio do MN se mostrou mais efetivo para avaliar a
genotoxicidade das aminas do que o ensaio do cometa. Pelo teste do MN foi possivel
observar que todas as associacdes testadas foram genotdxicas, com indicativo de
mutagenicidade, e que os efeitos de CAD e PUT foram, predominantemente, por
aneugenicidade. Contudo, pela presenca de pontes nucleoplasmaticas induzidas pela
associacao de 20% CAD e 10% PUT, pode-se também inferir um efeito clastogénico para
essas aminas. Os dados do presente estudo alertam para possiveis comprometimentos a
satideambiental e humana promovidos pelos contaminantes organicos do necrochorume,
com destaque para as aminas biogénicas produzidas durante o processo de decomposi¢ao

cadavérica.

Palavras chave: Cadaverina; contaminantes de cemitério; ensaio da Resazurina; ensaio

do cometa; putrescina; teste do Micronucleo.
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1. INTRODUCAO

Os cemitérios representam uma das fontes antropicas de contaminag¢do ambiental,
que impactam negativamente a qualidade do solo, das dguas superficiais e subterraneas.
Com o aumento da populacdo humana aumenta também a demanda por maiores areas
destinada as necropolis (KEMERICH et al., 2012; LAUWERS, 2015; NECKEL et al.,
2017).

Apos o sepultamento de um cadaver, o corpo passa por processos dedecomposicao,
que geram, para um homem de 70 Kg, cerca de 30 a 40 L de um liquido tdxico,
denominado de necrochorume ou produto da coliquagdo (BACIGALUPO, 2012). A
toxicidade do necrochorume se deve a sua composi¢do rica em compostos organicos
biorreativos, que, quando em concentragdes acima das fisioldgicas, podem causar sérios
danos a biota e consequentemente ao meio ambiente. Dentre os contaminantes do
necrochorume que apresentam alta toxicidade, estdo as aminas biogénicas cadaverina
(CAD - 1,5-pentanodiamina) e putrescina (PUT - 1,4- butanodiamina) (BACHRACH,
2004; COSTA SILVA; FILHO, 2008; OLIVEIRA et al., 2013; GWENZI e
CHAUKURA, 2018 e NECKEL, 2020). Nos sepultamentos humanos, além dos
derivados da decomposicdo do caddver, ha também outros contaminantes que se
associam aos do necrochorume, como os compostos derivados da decomposi¢do das
urnas mortuarias e das vestimentas do cadaver; os residuos de medicamentos usados em
vida pelo individuo sepultado; substiancias usadas para apreservacao e maquiagem do
cadaver, para o funeral; derivados de proteses médicas e dentarias, dentre outras. Essa
contaminagdo adicional pode aumentar a toxicidade do necrochorume, por acrescentar a
ele alguns metais pesados ou outras substancias téxicastambém detrimentais a vida e ao
meio ambiente (GONCALVES et al., 2021).

Em ambientes cemitérios mal estruturados, o necrochorume pode aindaextrapolar
os limites da necropolis e atingir outros compartimentos ambientais. O necrochorume
pode escorrer de sepulturas verticais e contaminar dguas superficiais e o solo adjacente a
sepultura, ou ainda percolar no solo onde o corpo foi exumado, contaminando,
primeiramente, o solo e, por transferéncia, recursos hidricos subterraneos e até
superficiais. Essa possibilidade de veiculagdo entre os compartimentos faz deste liquido
um preocupante contaminante ambiental.

As aminas biogénicas sdo componentes essenciais das células vivas, pois
participam de eventos de proliferacdo, diferenciagao e morte celular (HEATHER et al.,

2003). A CAD e a PUT sao aminas produzidas por descarboxilacdo dos aminoacidos
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lisina e ornitina, respectivamente, em processos de biossinteses e enzimaticos (DURIE
et al.,, 1977, KHUHAWAR; QURESHI, 2001). Ambas as aminas apresentam sitios
nucleofilicos que interagem com dacidos nucleicos, lipidios e proteinas, atuando na
estabilidade das macromoléculas (HUSSAIN et al., 2011). Também podem atuar como
neurotransmissores, ter influéncia sobre a estabilidade da membrana e sobre a
senescéncia celular (WOJCIK et al., 2020). Em baixas concentragdes, esses compostos
sdo essenciais para as fungdes fisioldgicas, porém, em concentracdes elevadas podem
ser toxicas e desencadear varios distirbios de saude, que vao desde intolerancia a elas até
a intoxicagao.

A toxicidade das aminas biogéncias em geral estd associada a ativagao de processos

catabolicos, que podem gerar um aumento excessivo de peroxido de hidrogénio, levando
a um ambiente de estresse oxidativo nas cé¢lulas (THOMAS; THOMAS, 2001; LADERO
et al., 2010; PEGG, 2013; SANZ-VICENTE et al., 2020).
Adicionalmente, essas aminas sdo responsaveis pela formacdo de nitrosamidas
(carcindgenos reconhecidos). As poliaminas, como a PUT, afetam processos da
carcinogénese: seu aumento indica aumento da proliferacdo celular, diminui¢do da
apoptose e aumento da expressao de genes associados a invasdo tumoral e metastase,
enquanto que sua supressao esta associada a diminui¢do do crescimento celular, aumento
da apoptose e diminuicdo da expressdo de genes envolvidos com a invasdo tumoral € a
metastase (ANDERSSON e HEBY, 1972; GERNER e MEYSKENS 2004; BULUSHI et
al., 2009; del RIO et al., 2019). A CAD e a PUT tém sido citadas também como
potencializadoras da toxicidade da histamina (BULUSHI et al., 2009).

Pelo desconhecimento da populacdo, quanto ao potencial poluidor desses
ambientes; e pela cultura de visitacdo de timulos, que aumenta as possibilidades de
exposicao humana a contaminantes (KEMERICH et al., 2012 ¢ NECKEL et al., 2021),
ha uma eminente necessidade de melhor conhecimento dos efeitos toxicos das aminas
biogénicas CAD e PUT (SANZ-VICENTE et al., 2020). Visto que, a contamina¢do da
agua e do solo tem como consequéncia um efeito prejudicial adicional no ecossistema do
entorno e principalmente a saude das pessoas (COLAO et al., 2016).

Os bioensaios sao importantes indicadores de contaminagao ambiental, portanto
muito usados em monitoramento de ambientes impactados (PLAZA et al., 2005 e
SOMMAGGIO et al., 2018). Os ensaios realizados com linhagens celulares mantidas em
cultura (testes in vitro) t€ém contribuido para o desenvolvimento da toxicologia, sendo

uma importante ferramenta para avaliacdo de efeitos de diferentes agentes sob sistemas

110



de vertebrados. Esses ensaios possibilitam estimar agdes genotoxicas (sobre o DNA) de
um agente, tanto quanto induzidos por agao direta como indireta (TAKAHASHI, 2003;
LI et al., 2010). Além disso, esses bioensaios sao também usados em avaliacao de risco a
saude humana, como preditores para controle de risco em areas urbanas contaminadas
(PENTEADO et al., 2021).

A linhagem celular HepG2/C3A (hepatocarcinoma humano) possui enzimas
metabolizadoras importantes para a ativagdo e desintoxicacdo de compostos toxicos. Por
esta caracteristica, essa linhagem celular ¢ considerada um bioindicador eficaz para
avaliar o potencial citogenotdxico e mutagénico de contaminantes (UHL et al., 2000;
CHIANG et al., 2011; LEME et al., 2011; LIU et al., 2012; SOMMAGGIO et al., 2018).
Essa linhagem, por ser uma importante ferramenta para avaliar os efeitos toxicos de
diversas classes de contaminantes ambientais, e, portanto indicada para estimar a acao de
muitos xenobioticos (KNASMULLER et al.,, 1998; GRONEBERG et al., 2002;
ANTOINE et al., 2009), como os deste estudo.

Neste estudo foi avaliado, por meio de ensaios realizados com a linhagem celular
HepG2/C3A (ensaio do cometa e teste do micronticleo com bloqueio de citocinese), a
citogenotoxicidade e mutagenicidade de dois componentes toxicos do necrochorume, as
aminas biogénicas CAD e PUT. Estudos preliminares realizados com essas bioaminas
(isoladas), pelo mesmo grupo deste estudo, apontam toxidade para ambas. Como essas
bioaminas sdo encontradas juntas no necrochorume, o presente estudo avaliou a agdo
toxica de associagdes de diferentes concentracOes dessas aminas, sobre as células

HepG2/C3A.

2. Material e Métodos

2.1. Substancia Testada
Foram avaliadas associa¢des de diferentes concentracdes das aminas biogénicas

cadaverina (CAD) (1,5-Diaminopentano, 1,5-Pentanodiamina, Pentametilenediamina);
férmula molecular NH2(CH2)5NH2; peso molecular 102,18; CAS: 462-94-2, Fluka —
pureza 97%; e da putrescina (PUT) (1,4-butanodiamina); formula molecular C4H;2Ny;
peso molecular 88,15 g/mol; CAS No. 110-60-1; pureza de 99,0 %. Ambas fornecidas
pela Sigma-Aldrich. Para preparacdo das solugdes, foram utilizadas as concentragdes de
40, 30 e 20% de 83mg/L de CAD, concentracdes baseadas na amplitude inferior e
superior a0 NOAEL 83mg/Kg para ratos (Til et al., 1997) e 70, 60, 30 e 10% da DL50 de
PUT para ratazanas (463 mg/kg), descritas na ficha do produto. As porcentagens testadas

estdo descritas na Tabela 1.
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Tabela 1: Solu¢des de diferentes concentragdes da associacdo de CAD ¢ PUT

expostasem células HepG2/C3A.

Solu¢oes Cadaverina Putrescina
1 40% 60%
2 40% 30%
3 40% 10%
4 30% 70%
5 30% 30%
6 30% 10%
7 20% 70%
8 20% 30%
9 20% 10%

As concentragdes foram estabelecidas através da amplitude inferior e superior ao
NOAEL 83mg/Kg para ratos de CAD (Til, et al.,1997) e da DL 50 463 mg/kg para
ratazanas de PUT, de acordo com a ficha técnica de seguranca do produto. Fonte:
elaborada pela autora (2022).

2.2.  Material biologico
Os ensaios de genotoxicidade e/ou mutagenicidade, realizados no Laboratorio de
Mutagénese Ambiental (Instituto de Biociéncias da UNESP em Rio Claro), foram

desenvolvidos com as células de hepatoma humano, mantidas em cultura (linhagem

HepG2/C3A).

2.3. Cultura de células derivadas de hepatocarcinoma humano (HepG2/C3A)

A linhagem celular HepG2/C3A, adquirida no Banco de Células do Rio de Janeiroe
inseridas no banco de células do Laboratério de Mutagénese Ambiental do Departamento
de Biologia da UNESP-IB / Rio Claro / SP, foi utilizada como modelo no presente
estudo. As células foram mantidas em frascos de cultura de 25 cm? e cultivadas em 5 mL
de meio essencial Eagle modificado por Dulbecco - DMEM (suplementado com 10% de
soro fetal bovino e 0,1% de solucdo de antibiotico- antimicotico (penicilina 10.000
U.I/mL/ estreptomicina 10 mg/mL, Cultilab) em estufa de CO; a 37 °C, até atingir 80%
de confluéncia. Sob estas condig¢des, o ciclo celular foi de 24 horas. Os procedimentos e

as solugdes empregadas para manutencao das células estdo apresentados no Apéndice B.
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2.4. Teste de viabilidade celular

O ensaio de Resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazin 3-ona 10-6xido) foidesenvolvido
de acordo com o protocolo de O'Brien et al., (2000), com algumas modificagdes. Neste
ensaio, as c¢lulas foram expostas a nove diferentes solucdes de CAD e PUT, preparadas
com nove concentracdes das diferentes associagdes de CAD e PUT (tabela 1). 2,34 x 10°
células da linhagem HepG2/C3A foram colocadas em microplacas de 96 pocos, onde
foram mantidas por 24 h para estabilizagdo, conforme descrito no item 2.3. As células
foram incubadas com resazurina (44 uM) em estufa de CO, (37 °C), por 4 h. O controle
negativo (CN) foi realizado com meio de cultura celular e o controle positivo (CP) com
meio de cultura celular e Triton X-100 a 1%. As placas foram quantificadas em um leitor
de placa, modelo Infinite M200 Pro™ plate reader (Tecan, Crailsheim, Germany), a 590
nm. O ensaio foi realizado em triplicata. As concentragdes testadas (Tabela 1) foram
consideradas citotoxicas quando apresentaram valores inferiores a 80%, em relagdo aos

observados para o CN.

2.5. Ensaio do cometa

O ensaio do cometa foi realizado de acordo com o protocolo descrito por Tice et al.
(2000), com algumas modificacdes. A descricdo do preparo das solucdes utilizadas neste
ensaio encontra-se apresentada no Apéndice C. 1 x 10° células da linhagem HepG2/C3A
foram cultivadas em frascos de 25 cm? sob as condi¢des descritas nositens 2.3, por
24 h. As células foram expostas a 3 diferentes associagdes (solucdes) de CAD e PUT,
selecionadas a partir do ensaio de viabilidade celular (Tabela 2), por um periodo de 24
horas. O CN foi realizado com meios de cultura celular e o CP foi realizado com solugao
de sulfonato de metilmetano (MMS) 10 mM, preparado pela diluicdo de 3,33 pL de
MMS (marca: Sigma Aldrich) em 4 mL de PBS. Desta solugdo, foram pipetados 50 pL,
os quais foram acrescentados com 5 mL de meio especifico para cada linhagem celular (1

x 10-2 M; 50 ul/5ml).
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Tabela 2: Concentragdes ndo citotoxicas (viabilidade maior que 80%) das

diferentes associacdes de CAD e PUT testadas.

Soluc¢des Cadaverina Putrescina Tratamentos
6 30% 10% T1
8 20% 30% T2
9 20% 10% T3

As solugdes 6, 8 e 9 correspondem aos percentuais baseados na amplitude inferior e
superior a0 NOAEL 83mg/Kg para ratos de CAD (Til, et al.,1997) e da DL 50 463
mg/kg para ratazanas de PUT, de acordo com a ficha técnica de seguranga do produto.
As solugdes 6, 8 e 9 referem-se aos tratamentos (T) T1, T2 e T3, respectivamente.
Fonte: elaborada pela autora (2022).

Ap6s o cultivo, as células foram liberadas da parede dos frascos, utilizando 500
pL de Tripsina-EDTA (0,025%). Posteriormente, o processo foi inativado pela adi¢do de
5 mL de meio completo. As células foram transferidas para tubos de centrifugacao e
centrifugadas em 1.500 rpm por 5 minutos. Os sobrenadantes foram descartados ¢ 0,5 mL
desta solugdo foi ressuspendido. As células do controle e com viabilidade >80% (teste de
exclusdao com Azul de Trypan) foram colhidas e utilizadas no ensaio do cometa(pH > 13)
(TICE et al., 2000 e THA et al.,2021).

Para o ensaio do cometa, laminas cobertas com agarose normal receberam 20 pL de
suspensao celular associada com 120 pL de agarose de baixo ponto de fusdo, a 37
°C. As laminas com o material foram recobertas com laminulas, para espalhamento das
células, e colocadas em uma geladeira, a 4°C, por 15 minutos. Apos a solidificagdo do
gel, as laminulas foram removidas e as laminas transferidas para uma cubeta com solucao
fria de lise (1 mL Triton X-100, 10 mL de DMSO e 89 mL de solucdo stock de lise —
NaC 2,5 M, EDTA 100 mM, Tris 10 mM e ~ 8,0 g de NaOH, pH 10,0), mantidaa 4°C,
no escuro, por 1 hora. Em seguida, as laminas foram dispostas em uma cuba de
eletroforese e recobertas com tampao (NaOH 300 mM + EDTA 1 mM, pH 13,0), onde
permaneceram por 20 minutos, para estabiliza¢do. Na sequéncia, iniciou-se aeletroforese
a 39 V e 300 mA (~ 0.8 V/cm), que transcorreu por 20 minutos. Apos a eletroforese, as
laminas foram neutralizadas com trés banhos, de 5 minutos cada, em tampdo de
neutralizacdo (0,4 M de tris-HCL, pH 7,2) e fixadas, durante 10 minutos, em etanol
absoluto. No momento da realizacdo das analises, as laminas foram coradas com
GelRed® (15 pL de GelRed 10.000X em agua, 5 mL de NaCl a 1 M, e 45 mL de agua

destilada) e analisadas em microscopio de fluorescéncia Leica, filtro B — 34 (excitacao:
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i= 420-490 nM, barreira: [=520 nM). O ensaio foi realizado em triplicata e a leitura foi
feita randomicamente, em objetivas de 40x. Foram contabilizados 200 nucledides por
frasco (3 réplicas, duas ldminas com 100 nucledides cada), totalizando 600 nucleodides
contabilizados por tratamento, utilizando o software Comet Assay IV. As andlises
estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism 8.0, considerando os valores
médios da porcentagem de DNA presente na cauda do cometa. Inicialmente, foi realizada
a normalidade e homogeneidade pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente.
Foi usada como teste paramétrico, a analise de varidancia ANOVA — um critério, seguido
do post hoc Dunnet. Ja o teste de Kruskal-Wallis foi empregado como teste nao
paramétrico, seguido pelo teste de Dunn. O nivel de significancia utilizado nos testes de

hipoteses foide p < 0,05.

2.6. Teste de micronucleo de bloqueio de citocinese (CBMN)

O teste de CBMN foi realizado utilizando o protocolo descrito por Natarajan e
Darroudi (1991), com algumas modificacdes. A descricdo do preparo das solugdes
utilizadas neste ensaio encontra-se apresentada no Apéndice D. 1 x 10° células da
linhagem HepG2/C3A foram cultivadas em frascos de 25 cm?, sob as condigdes
descritas nos itens 2.3, por 24 h. As células foram expostas a 3 diferentes associagdes de
CAD e PUT, descritas na tabela 2, por um periodo de 24 horas. O CN foi realizado com
meios de cultura celular e o CP foi realizado com 50 mL de metilmetano sulfonato (1 x
10-2 M; 50 uL in 5 mL). O ensaio foi realizado em triplicata.

Apods a exposi¢do aos tratamentos, os frascos contendo as células foram lavados
duas vezes com PBS. Foram adicionados aos frascos 5 mL de meio de cultura completo,
contendo 3 pg/mL de citocalasina B. Os frascos foram incubados em estufa de CO, (37
°C), conforme descrito no item 2.3, por 28 horas. As células foram entdo colhidas,
fixadas em Carnoy (metanol: acido acético, 3: 1 v / v) e mantidas a 4 °C, até a sua
utilizacdo nos ensaios. Para a preparacdo das laminas, aproximadamente cinco gotas da
suspensao celular fixada foram colocadas em laminas limpas, contendo um filme de agua
fria. Apds a secagem das laminas, estas foram submetidas a hidroélise, com HCL 1IN, por
10 minutos, a 60 °C. Em seguida, as laminas foram expostas por 2 horas no reativo de
Shiff, lavadas com agua corrente, secas em temperatura ambiente e coradas com Giemsa
5%, por 8 minutos. As laminas foram analisadas em microscopia de luz (ampliacdo de
1.000X). Os ensaios foram realizados em triplicata. Foram contabilizadas um total de

6000 células/tratamento (2000 células/réplica). Para avaliagdo da genotoxicidade e do
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potencial mutagénico das associagdes testadas das aminas biogénicas CAD e PUT para a
linhagem celular HepG2/C3A, foram observadas cé€lulas binucleadas normais e células
binucleadas portadoras de MN, pontes nucleoplasmaticas e/ou brotos nucleares, usando
os critérios descritos por Fenech et al. (2003). Para avaliaro indice de divisdao celular
(IDC), foram contabilizadas 1.000 células/tratamento. O IDC foi calculado seguindo a
formula: IDC = [M1 + (2xM2) + (3xM3) + (4xM4)]/N, onde M1 — M4 representa o
nimero de células com 1 a 4 nticleos, respectivamente, € N ¢ o numero total de células
analisadas (EASTMOND; TUCKER, 1989). Para as andlises estatisticas, inicialmente,
foi realizado o teste de normalidade e homogeneidade de Shapiro-Wilk e Levene,
respectivamente. Como teste paramétrico, foi usada a analise devariancia ANOVA — um
critério, seguido do post hoc Dunnet. Ja o teste de Kruskal- Wallis foi empregado como
teste ndo paramétrico, seguido pelo teste de Dunn. O nivel de significancia utilizado nos

testes de hipoteses foi p < 0,05.

3. RESULTADOS

Para a realiza¢do dos ensaios do cometa ¢ CBMN, primeiramente foi realizado o
teste de citotoxicidade com a resazurina, que possibilitou a escolha das solugdes de
CAD e PUT nado citotoxicas para as células HepG2/C3A, quando expostas por 24h as
associagdes testadas. Neste teste, foram testadas 9 solugdes preparadas com diferentes
concentracdoes de CAD e PUT, onde foram selecionadas 3 delas que apresentaram em

viabilidade celular acima de 80% (Tabela 3).
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Tabela 3: Resultados do ensaio de viabilidade celular (Resazurina), de células

HepG2/C3 A expostas a solu¢des com diferentes concentragoes de CAD e PUT.

Soluc¢odes Cadaverina Putrescina Viabilidade Celular
Média + DP
1 40% 60% 64,81+£13,26%
2 40% 30% 145,17+75,82%
3 40% 10% 191,25+27,05%
4 30% 70% 73,22431,44%
5 30% 30% 64,924+23,67%
6 30% 10% 81,16+9,00%
7 20% 70% 186,13+27,91%
8 20% 30% 87,33+12,93%
9 20% 10% 128,00+12,64%

Solugdes 1 a 9 correspondem aos percentuais baseados na amplitude inferior e superior ao
NOAEL de cadaverina (83mg/Kg) para ratos (Til et al.,1997) e da DL 50 deputrescina
(463 mg/kg) para ratazanas, de acordo com a ficha técnica de seguranga do produto.
Fonte: elaborada pela autora (2022).

As solugdes 6, 8 e 9 (Tabela 3), por apresentarem viabilidade celular acima de

80%, foram selecionadas para serem utilizadas nos ensaios do cometa ¢ do MN, sendo

renomeadas de T1 (viabilidade celular = 81,16+9,00%), T2 (87,33+£12,93%) e T3

(128,00+12,64%), respectivamente.

A genotoxicidade das aminas biogénicas foi avaliada pelo ensaio do cometa e do

MN, realizado com células HepG2/C3A. No ensaio do cometa foi observado que as

associagdes de CAD e PUT, nas concentragdes testadas, ndo foram genotoxicas para a

linhagem celularHepG2/C3A (Figura 1).
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Figura 1: Resultados do ensaio do cometa em células HepG2/C3A expostas em trés
diferentes concentragdes de associagoes de CAD e PUT, previamente selecionadas no

ensaio de resazurina.
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Porcentagem de DNA na cauda de células HepG2/C3A expostas a
diferentes tratamentos com associagdes de cadaverina (CAD) e putrescina
(PUT). T1 = 30% CAD + 10% de PUT; T2 = 20% de CAD + 30% de
PUT; T3 = 20% de CAD + 10% de PUT. CN: controle negativo, CP:
controle positivo. * estatisticamente significativo em relagdo ao CN (teste
de Kruskal- Wallis/Dunn’s (p<0,05). Fonte: elaborada pela autora (2022).

No ensaio do MN foi avaliado que para analise do CBPI, obtidos para os
tratamentos T1, T2 e T3, ndo se mostraram estatisticamente diferentes daqueles
demonstrados pelo CN. Ja para os efeitos de genotoxicidades, os resultados apresentam
efeitos genotdxicos, com indicativo de potencial mutagénico para as células HepG2/C3A
(Tabela 4).

Estes resultados sugerem que as concentragdes conjuntamente testadas de CAD e
PUT nao alteraram o potencial proliferativo da linhagem celular HepG2/C3A, quando
comparados com os do grupo CN. Ja para dados de genotoxicidade, obtidos pelo ensaio
do MN, brotos nucleares e pontes nucleoplasmaticas, os resultados indicaram que todas

as associacoes testadas de CAD e PUT foram genotoxicas, o que sugere um possivel
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potencial mutagénico para HepG2/C3A. Em relagdo a formagdo de MN, houve um
aumento da frequéncia dessas estruturas para todas as concentracdes testadas, quando
comparadas ao CN. Para formacao de brotos, T1 e T3 apresentaram frequéncia
estatisticamente significativa em relagdo ao CN e para formagao de pontes
nucleoplasmaticas, o T3 apresentou frequéncia estatistica significativa, em relacdo ao CN

(Tabela 4 e Figura 2 e 3).

Figura 2: Alteracdes nucleares observadas no teste do MN, realizado com células
HepG2/C3A expostas a diferentes associagdes das aminas biogénicas cadaverina e

putrescina.

A — célula mononucleada; B e C — células binucleadas normais; D e E células multinucleadas; F e G —
células binucleadas com micronucleo; H e I — células binucleadas com brotos; J — célula binucleada com
ponte.
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Tabela 4: indice proliferagio com bloqueio de citocinese (CBPI), frequéncia de MNs, de
brotos nucleares e de pontes nucleoplasmatica observadas em células HepG2/C3A

expostas a diferentes combinac¢des das aminas biogénicas CAD e PUT.

CBPI MN Brotos Pontes
Média =+ DP Média = DP Média £ DP Média = DP
CN 1,91+0,09 0,50+0,05 0,65+0,09 0,07+0,06

CP 1,67+0,02*  4,35+0,58***  1,254+0,30 0,35+0,13**
T1 1,90+0,12 3,47£0,41%**  1,92+0,39*  0,17+0,03
T2 1,98+0,02 2,28+0,45%* 1,48+0,36 0,10+0,00
T3 1,89+0,09 3,00+0,54***  2.03+0,66*  0,27+0,08*

Valores expressos em Média = Desvio Padrio dos resultados da frequéncia de
alteracdes do ensaio do MN, para formagcdo de MN, brotos e pontes em células
HepG2/C3A expostas a diferentes tratamentos com associagdes de cadaverina (CAD) e
putrescina (PUT). T1 = 30% CAD + 10% de PUT; T2 = 20% de CAD + 30% de PUT;
T3 = 20% de CAD + 10% de PUT. CN: controle negativo, CP: controle positivo.
*Diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao CN para ponte (Kruskal-Wallis,
(*) p<0,05; (**) p<0,01; (***) p<0,001). Fonte: elaborada pela autora (2022).
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Figura 3: Resultados das frequéncias de MN, brotos nucleares e pontes

nucleoplasmatica observadas em células HepG2/C3A expostas as associacao T1, T2 e T3

de CAD ¢ PUT.
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Frequéncia de alteragdes do ensaio do MN, para formacdo de MN,brotos
e pontes em células HepG2/C3A expostas a diferentes tratamentos com
associagdes de cadaverina (CAD) e putrescina (PUT). T1 = 30% CAD +
10% de PUT; T2 = 20% de CAD + 30% de PUT; T3 =20% de CAD +
10% de PUT. CN: controle negativo, CP: controle
positivo.*Estatisticamente significativo em relagdo ao Controle Negativo
(Kruskal-Wallis, p<0,05; comparagdes multiplas pelo teste de Dunn).

3. DISCUSSAO

Em 4areas cemiteriais podem ocorrer impactos adversos aos diversos
compartimentos ambientais correlacionados (solo, dguas superficiais e subterraneas),
devido a percolagdo/escoamento de compostos advindos de sepultamentos. A
contaminagdo promovida pelos cemitérios pode ser uma fonte ainda negligenciada de
veiculagdo de doencgas infecciosas perigosas. O desconhecimento da populagdo sobre a
influéncia ambiental promovida pela decomposicdo cadavérica, que acontece nos
cemitérios (ANJOS, 2013; ZYCHOWSKI et al., 2015; NECKEL et al., 2020;
GONCALVES et al., 2021), intensifica a necessidade e importancia de pesquisas deste
tipo. O presente estudo traz importantes e inéditas informagdes sobre os efeitos da

contaminagdo por associagoes das aminas biogénicas CAD e PUT, compostos estes
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presentes no necrochorume, sobre células de hepatoma humano, linhagem celular
HepG2/C3A.

As células da linhagem HepG2/C3A sdo de caracteristica metabolizadora, que
apresentam uma alta producao de albumina, aldolase B e piruvato quinase L, compostos
estes especificos do tecido hepatico. Adicionalmente, embora essas células sejam
derivadas de carcinoma hepdtico, elas t€ém um desenvolvimento de caracteristica
histologica de figado normal (KELLY, 1994). Devido a esses padrdes, sdo indicadas para
serem usadas na avaliacdo de citogenotoxicidade de contaminantes (LEME et al., 2011;
SOMMAGGIO et al., 2018). Os ensaios de genotoxicidade sdo importantes recursos
utilizados para avaliar a potencialidade de compostos quimicos induzirem danos ao
material genético e, consequentemente, de estarem envolvidos em processos
carcinogénicos (TURKEZ et al., 2017).

O ensaio do cometa ¢ amplamente utilizado para analise de potencial genotdxico,
por ser capaz de detectar danos primarios no DNA (quebras de simples- fita simples,
quebras de dupla-fita, sitios alcali labeis e ligacdo cruzada DNA-DNA/DNA-proteina)
(OLIVE et al., 1990, TICE, 2000; LORENZO et al., 2013; BAJPAYEE et al., 2019,
SILVA, et al. 2021). O parametro do ensaio do cometa mais recomendado para fins
regulatérios € a porcentagem de DNA na cauda, pois este dimensiona a quantidade de
quebras que foram promovidas no DNA, apo6s exposi¢do celular a um agente genotoxico
(OLIVE, 1999; COLLINS, 2008 e KUMARAVEL et al., 2009).

No presente estudo foram selecionadas trés associagdes nao citotoxicas das aminas
biogénicas CAD e PUT (T1, T2 e T3 — Tabela 3), para avaliar a genotoxicidadee o
potencial mutagénico dessas aminas. Pelo ensaio do cometa, foi observado que ndo
houve danos genotoxicos por quebras do material genético das células HepG2/C3A, apds
exposicao as associagoes T1, T2 e T3 de CAD e PUT. Del Rio et al. (2019) avaliaram os
efeitos toxicos da CAD e da PUT para células da linhagem celular de intestino humano
(HT29) expostas a 24 horas nessas aminas. O estudo mostrou que os resultados dos
tratamentos realizados com concentracdes iguais ou maiores que o IC50 das aminas ndo
diferiram, estatisticamente dos do CN, dados estes que corroboram os resultados do
ensaio do cometa obtidos no presente estudo.

Dados de analises morfoldgicas, também avaliados no estudo de del Rio et al.,
(2019) mostraram que, para concentragdes acima de 20 mM, de ambas as aminas, houve
diminui¢do na quantidade de células e em 150 a 160 mM essas substancias induziram, em

linhagem celular de intestinais humano, efeito citotoxico por necrose. Com esses
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resultados, os autores concluiram que as aminas CAD e PUT tém efeito citotdxico dose-
dependente, para a linhagem celular HT29, e que os diferentes bioensaios de toxicidade
contribuiram para uma melhor compreensdo do modo de agdo dessas substancias.

No presente trabalho, concomitantemente ao ensaio do cometa, foi também
realizado o ensaio do microntcleo com bloqueio da citocinese (CBMN). Com essa
técnica, ¢ possivel avaliar o indice de proliferacao celular, genotoxicidade e o potencial
mutagénico de produtos quimicos (UDROIU, 2006; HINTZSCHE et al., 2017). Esse
ensaio ¢ usado em experimentagdo in vitro e in vivo rotineiramente. Em testes in vitro, o
ensaio ¢ comumente realizado em células de mamiferos, se caracterizando como uma
importante ferramenta de investigacdo de compostos potencialmente danosos a satude e
de avaliagdo de comprometimento ambiental (FENECH, 2000; HARA; MARIN-
MORALES, 2017).

De acordo com Fenech (2006), o ensaio de CBMN foi desenvolvido para avaliar a
potencialidade de um agente induzir MN, mas hoje ele também ¢ usado para avaliar
outros endpoint, como a presenca de pontes nucleoplasmaticas (NPB), brotos nucleares
(NBUD), morte celular (necrose ou apoptose) e taxa de divisdo nuclear (Indice de
Proliferacao Celular, CBPI). O CBPI indica o nimero médio de ntcleos por ciclo celular
(SURRALLES et al., 1995; OECD, 2012); a presenga de MN, pode inferir o potencial
mutagénico de uma substancia; e a presenga de outros biomarcadores associados com
danos a0 DNA, como formagdo de brotos nucleares e pontes nucleoplasmaticas,
decorrentes de clastogenicidade ou de aneugenicidade, inferem a genotoxicidade de um
agente (FENECH, 2000; FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2007; 2009).
Portanto, os MN e alteracdes nucleares, como pontes nucleoplasmaticas e brotos
nucleares, s3o biomarcadores extensivamente utilizados paraavaliar eventos genotoxicos
e instabilidade cromossémica (FENECH, 2011).

Os resultados do ensaio do MN, realizado no presente estudo com a linhagem
celular HepG2/C3A, comprovaram efeito genotdxico para os tratamentos T1, T2 e T3
de CAD+PUT, resultados estes que também indicaram potencial mutagénico para essas
aminas, pela alta frequéncia de MN observado em todos os tratamentos avaliados
(Tabela 3). Pelo mesmo ensaio ainda foram observados brotos nucleares para T1 e T3,
além de pontes nucleoplasmaticas para T3.

Os MNs podem ser originados de fragmentos provenientes de quebras
cromossomicas, perdas de cromossomos inteiros (efeito clastogénicos) ou de expulsao de

material genético amplificado (efeito aneugénico) (FENECH, 2000; FERNANDES;
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MAZZEO; MARIN-MORALES, 2007; 2009). Os brotos nucleares se originam por um
mecanismo celular de remog¢ao de DNA amplificado e/ou em excesso, sendo um
biomarcador de genes amplificados ou dosagem de genes alterada (FENECH, 2006,
FERNANDES et al, 2007, SOMMAGGIO et al., 2018). A presenca de pontes
nucleoplasmaticas se caracteriza como importante biomarcador de dano ao DNA, como a
presenca de cromossomos dicéntricos, rearranjo cromossdémico ou fusdes terminais dos
telomeros, que sdo indicativos de reparo incorreto do DNA (FENECH, 2006). Ainda de
acordo com Fenech (2006), esses danos podem levar a forma¢ao de MN, podendo ser
considerados indicativos de mutagenicidade.

Pelas alteragdes observadas no teste do MN, associadas a auséncia de danos
verificados pelo resultado do ensaio do cometa, sugere-se que os MNs induzidos pelas
aminas biogénicas tenham origem por aneugenicidade. Contudo, pela presenca de
pontes nucleoplasmaticas em T3, pode-se também inferir, de acordo com as citagcdes de
Fenech (2006), uma indugdo de MN por esta associagdo de CAD e PUT por efeito
clastogénico. Portanto, as aminas biogénicas, moléculas orginicas que em concentragdes
micromolares sdode grande importancia fisiologica, apresenta niveis de toxicidade quando
em concentragdes elevadas assim como avaliado em outros trabalhos, para diferentes
organismos (BACH et al., 2012; MICHALSKI, et al. 2021).

Os resultados do presente estudo corroboram estudos feitos com outros sistemas
testes. Unal et al. (2008), em seus estudos com células meristematicas de 4. cepa,
expostas a agdo de aminas biogénicas (putrescina), observaram efeitos genotdxicos, com
baixa frequéncia de pontes nucleoplasmaticas e células binucleadas e alta frequéncia de
poliploidizagdo. A poliploidia ¢ resultante de falha na polimerizagdo de microtubulos
(efeito aneugénico), que decorre na interrup¢do da citocinese (FERNANDES et al.,
2007; 2009). Gumurgen et al. (2005), observaram efeitos aneugénicos para as aminas
putrescina, espermina e espermidina, quando expuseram raizes de 4. cepa a diferentes
concentracdes dessas aminas, em diferentes tempos (12, 24 e 48 horas). Os autores
observaram que a principal alteragdo encontrada foi aderéncia cromossdmica, a qual
pode ser resultante de falhas na desdespolimerizacdo do fuso mitdtico, o que caracteriza
também em um efeito aneugénico (FERNANDES et al., 2009). Estudos de Tabur e
Demir (2010), realizados com o bioindicador Hordeum vulgares (cevada), exposto a
10uM de diferentes aminas biogénicas, dentre elas a CAD e a PUT, mostraram que
essas duas aminas induziram alteragdes cromossomicas de origem clastogénica (pontes

nucleoplasmaticas) e aneugénica (multipolaridade).

124



A partir dos resultados descritos poroutros autores ¢ os dados do presente estudo,
¢ possivel inferir que as associacdes deCAD e PUT testadas aqui, induzem tanto danos
aneugénicos como danos clastogénicos. Assim, os resultados dos ensaios de
genotoxicidade e do potencial mutagénico avaliados neste estudo, indicam que a CAD
e PUT interferiram no fuso mitético, confirmando que ambas as aminas biogé€nicas t€ém
diferentes efeitos sobre os cromossomos. Isso pode ser explicado pelas caracteristicas
quimicas das aminas biogénicas que, de acordo com Lenis et al. (2017), sdo compostos
policationicos, que apresentam afinidade de ligacdo com complexos anidnicos, como
DNA, RNA, ATP e fosfolipidios, e alterarem a carga dos nucleotideos.

De acordo com os resultados do teste do MN, pode-se observar que este teste foi
mais sensivel que o ensaio do cometa, para avaliar a genotoxicidade e o potencial
mutagénico das aminas biogénicas estudadas. Além disso, foi observado, por este teste,
uma intensificagdo dos efeitos genotdxicos (frequéncia das alteragdes nucleoplasmaticas)
proporcional a diminui¢do das concentragdes presentes nas associagdes de CAD e PUT
avaliadas. As aminas biogénicas, em concentragdes micromolares, sdo importantes para a
manutencdo da viabilidade celular e a integridade dos processos metabdlicos do
organismo, pois estdo associadas aos eventos de replicacdo do DNA e de sintese proteica
(TETI et al., 2002; WOJCIK et al., 2020). No entanto, concentracdes elevadas dessas
aminas, como as testadas neste estudo, sdo genotoxicas, como comprovado pelos danos
induzidos ao DNA das células da linhagemcelular HepG2/C3A.

A partir dos efeitos observados para as associacdes de CAD e PUT avaliadas no
presente estudo, ¢ possivel inferir que essas aminas, quando atingem o meio ambiente,
podem causar severos impactos aos organismos expostos. O modelo in vitro usado neste
estudo se mostrou indicado para avaliar a toxicidade de associacdes de CAD e PUT, e
alertar sobre os perigos da contaminagdo caracteristicas de cemitérios, pois essasaminas

sdo compostos presentes em altas concentragdes no nerochorume.

4. CONCLUSOES

Com base em todos os resultados obtidos, pode-se inferir que esse estudo contribui,
efetivamente, para uma melhor avaliaciao dos efeitos genotoxicos e potencial mutagénico
de contaminantes comuns de ambientes cemiteriais (cadaverina e putrescina), cujos
modos de a¢do ainda sao pouco conhecidos.

Células da linhagem HepG2/C3A expostas por 24 horas a diferentes associacdes de

CAD e PUT indicaram que essas aminas sdo genotoxicas, com indicativo de potencial
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mutagénico. Os danos induzidos por estas aminas ao material genético foram tanto de
origem aneugénica quanto clastogénica, confirmando descri¢gdes de outros autores, que

utilizaram outros bioindicadores como modelos.

O estudo ainda destaca que as aminas biogénicas CAD e PUT, quando associadas
entre si, podem apresentar alta toxicidade para organismos eventualmente expostos a
elas, o que alerta para os perigos das contaminagdes por exsudados humanos derivados
da putrefacdo cadavérica, comuns de ambientes de cemitérios.

Uma vez que as aminas biogénicas CAD e PUT fazem parte da composi¢do do
necrochorume e, consequentemente, podem estar presentes no meio ambiente, estudos
dessa natureza trazem importantes informagdes a serem consideradas para o
aprimoramento da legislacdo ambiental relacionada aos ambientes de cemitérios, bem
como para 0s perigos ocupacionais que este tipo de contaminagdo pode promover sobre a

saude dos trabalhadores desses locais.
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6. CONCLUSOES GERAIS

A presente pesquisa foi capaz de fornecer informagdes importantes sobre os
contaminantes de areas cemiteriais, bem como inferir sobre possiveis consequéncias
ambientais, decorrentes do aumento no niumero de mortes pela pandemia da COVID-19.
Além disso, os resultados do estudo alertam para o potencial poluidor das substancias
organicas presentes no necrochorume, como as aminas biogénicas CAD e PUT, quando

associadas entre si. Dessa forma, podemos concluir que:

- As aminas biogénicas CAD e PUT presentes no necrochorume sao substancias
citogenotoxicas, com potencial mutagénico, portanto também potencialmente
carcinogénicas;

- Os contaminantes liberados no processo de decomposicao cadavérica atingem o
solo e recursos hidricos, causando sérios riscos para a saude humana e para o ambiente;

- O elevado numero de 6bitos decorrentes da pandemia da COVID-19 alerta para
o aumento dos impactos registrados em ambientes de cemitérios, decorrentes da
liberacao de residuos da decomposicao cadavérica;

- Os procedimentos para o sepultamento de corpos contaminados pela COVID-19
podem aumentar os perigos da contaminagdo pelos cemitérios, além de elevar as
possibilidades de transmissdo da doenga entre o pessoal da area médica e dos envolvidos
com a inumagao dos corpos;

- O estudo destaca também sobre a importancia de avaliagdes das condi¢des
infraestruturais dos cemitérios, com vistas a garantia da saude dos funcionarios, visitantes
e da populagdo residente ou dependentes dos recursos hidricos do entorno desses
ambientes;

- Os resultados obtidos mostram ainda a necessidade de estudos que tragam
informagdes que possam auxiliar para uma melhor compreensao do modo de agdo de
associagdes de CAD e PUT em sistemas biologicos;

- A linhagem celular Speedy, obtida de fibroblasto de Xenoppus tropicalis, foi
eficiente para avaliar os efeitos citogenotoxicos e potencial mutagénico de associagdes
das aminas biogénicas CAD e PUT, presentes no necrochorume;

- Na linhagem celular Speedy, as aminas CAD e PUT apresentaram alta

citotoxicidade para as associacdes de maiores concentracdes testadas. No entanto, a
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menor concentracdo de CAD (5%) s6 apresentou citotoxicidade, quando associada a
maior concentracao de PUT (10%);

- Para a linhagem celular Speedy, os dados apontam que os danos causados foi
tempo dependente de exposi¢ao;

- Ainda nas células Speedy, as baixas concentracdes das aminas induziram um
efeito aneugénico, quando em exposi¢do por 24 h, e as concentracoes mais altas
induzirem fragmentacdo no DNA e parada do ciclo celular na fase S, em exposi¢ao por
48 h;

- C¢lulas da linhagem HepG2/C3A, expostas por 24 horas a diferentes associagdes
de CAD e PUT, indicaram que essas aminas sdo genotoxicas para humanos, com
indicativo de potencial mutagénico para todas as concentracdes testadas;

- Em HepG2/C3A, os danos induzidos ao material genético, pela exposicao de
associagdes de CAD e PUT, foram tanto de origem aneugénica quanto clastogénica;

As células da linhagem HepG2/C3A foram mais sensiveis aos efeitos das aminas CADe
PUT, que a linhagem Speedy.

- As associagdes com baixas concentragdes de CAD e PUT interagiram com o
material genético das linhagens testadas, indicando que essas aminas podem ser
genotdxicas, com potencialidade de carninogenicidade, para diferentes espécies;

As aminas CAD e PUT apresentam um alto potencial poluidor;

- Estudos sobre os contaminantes de cemitérios poderdo auxiliar para o
aprimoramento da legislacdo ambiental relacionada a esses ambientes e também para
alertar sobre os possiveis perigos a saude das pessoas ocupacionalmente expostas, bem
como para a populacao que frequenta, vive ou depende dos recursos hidricos do entorno

dessas areas.
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8. DADOS ADICIONAIS
Os dados adicionais serdo posteriormente descritos e discutidos em um novo
capitulo, em formato de artigo cientifico para continuidade dessa tese, utilizando a

linhagem celular HepG2/C3A.

8.1. Dados adicionais de resultados em células HepG2/C3A

Resultados da andlise do perfil de expressdo de genes e de citometria de fluxo,
referente a linhagem celular HepG2/C3A expostas a diferentes associagdes de cadaverina
(CAD) e putrescina (PUT), por 24 horas, para RT-qPCR, e por 24 e 48 horas, para o ensaio

de citometria de fluxo.

8.1.1. Solucdes para analise do perfil da expressiao de genes e de citometria de fluxo
Nas tabelas 1 e 2, estdo descritas as diferentes concentragdes (em %) das associagdes

de CAD e PUT usadas nas analises do perfil da expressao de genes e de citometria de

fluxo. Dados referentes aos resultados dos ensaios de Resazurina, linhagem celular

HepG2/C3A, descrito na tabela 3 do capitulo 3 (artigo 3) desta tese.

Tabela 1: Solugdes preparadas com as diferentes concentracdes (%) das associagdes de
CAD e PUT, selecionadas no ensaio de Resazurina, por apresentaram viabilidade celular

maior que 80%.

Soluc¢des Cadaverina Putrescina Tratamentos
6 30% 10% T1
8 20% 30% T2
9 20% 10% T3

As solugdes 6, 8 e 9 correspondem aos percentuais baseados na amplitude inferior e
superior ao NOAEL 83mg/Kg para ratos de CAD (Til, et al.,1997) e da DL 50 463
mg/kg para ratazanas de PUT, de acordo com a ficha técnica de seguranca do
produto. As solugdes 6, 8 e 9 referem-se aos tratamentos (T) T1, T2 e T3,
respectivamente. Fonte: elaborada pela autora (2022).
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Tabela 2: Solugdes preparadas com as diferentes concentracdes (%) das associagdes de

CAD e PUT, selecionadas para serem usadas no ensaio em citometria de fluxo.

Soluc¢oes Cadaverina Putrescina Tratamentos
6 30% 10% T1
8 20% 30% T2
9 20% 10% T3
4 30% 70% T4

As solugdes 6, 8, 9 e 4 correspondem aos percentuais baseados na amplitude inferior e superior ao
NOAEL 83mg/Kg para ratos de CAD (Til, et al.,1997) e da DL 50 463 mg/kg para ratazanas de
PUT, de acordo com a ficha técnica de seguranca do produto. As solugdes 6, 8, 9 ¢ 4 referem-se
aos tratamentos (T) T1, T2, T3 e T4 respectivamente. Fonte: elaborada pela autora (2022).

8.2. Resultados do perfil de expressao de genes em células HepG2/C3A

Os dados brutos das analises de expressdo génica estdo descritos nas tabelas 3 e 4 a seguir.

Os resultados apresentados em graficos do perfil dos genes analisados estdo apresentados no

Apéndice F.
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Tabela 3: Perfil de expressdo de genes relacionados a danos no DNA, metabolismo de xenobioticos, estresse oxidativo, morte celular e apoptose,

para as células HepG2/C3A, expostas a diferentes associagdes de CAD e PUT (Tabela 2). Os resultados foram normalizados com o gene

enddgeno da B-actina.

Nome dos genes Genes Controle Negativo (CN) T1 T2 T3
Média = DP Média += DP Média+DP  Média + DP
Danos no DNA
Reparo por excisdo ERCCI 1£0,030 1,825 + 0,326%** 1,073 £ 0,016 1,441 £ 0,016*
Checkpoint Quinase 1 CHEK1 1+£0,314 0,760 + 0,136 0,313 + 0,109%* 0,397 + 0,006%*
Metabolismo de Xenobidticos
Citocromo P450 familia 1 CYPI1Al 1+0,297 0,498 + 0,009** 0,365 £ 0,020%* 0,244 + 0,006 **
Estresse Oxidativo
Glutationa S transferase Mu4 GSTM4 1+ 0,055 0,575+ 0,015%** 0,324+ 0,018%** 0,254 % 0,001%**
Glutationa Redutase GSR 1+ 0,003 0,163 +£0,015%** 0,156+ 0,010%** 0,016 = 0,001%**
Superéxido Dismutase SODIA 1+0,619 0,373+0,173 1,218 £ 0,001** 0,348+ 0,001
Catalase CAT 1+0,034 0,448 £ 0,074%** 0,274+ 0,008*** 0,135+ 0,003%**
Morte Celular
Proteina tumoral P53 p53 1+0,110 0,517 £ 0,003%** 0,33 + 0,002%** 0,318 + 0,011%**
c-Myc c-Myc 1+ 0,086 0,897 £ 0,002%** 0,513 +0,111%** 0,539 +0,123
Apoptose
Caspase 3 CASP3 1+0,014 0,711 £ 0,020%** 0,433 +0,015%** 0,347 + 0,006%**
Caspase 9 CASP9 1+0,035 0,931 0,023 0,446 + 0,786%** 0,319 £ 0,032%%*

T1 (30% Cadaverina (CAD) + 10% Putrescina (PUT)); T2 (20% CAD + 30% PUT) e T3(20% CAD + 10% PUT). Os percentuais correspondem aos percentuais
baseados na amplitude inferior e superior a0 NOAEL 83mg/Kg para ratos de CAD (Til, et al.,1997) e da DL 50 463 mg/kg para ratazanas de PUT, de acordo
com a ficha técnica de seguranca do produto. *Diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao CN (ANOVA (*) p<0,05; (**) p<0,01; (***) p<0,001).
Fonte: elaborada pela autora (2022).
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Tabela 4: Perfil de expressdo de genes relacionados a danos no DNA, metabolismo de
xenobiodticos, estresse oxidativo, morte celular e apoptose em células para as células
HepG2/C3A, expostas a diferentes concentracdes da associagdo de CAD e PUT (Tabela

3). Os resultados foram normalizados com o gene endogeno da B-actina.

Nome dos genes Genes Expressao inibida Super expressao
Danos no DNA
Reparo por excisdo ERCC1 TleT3
Checkpoint Quinase 1 CHEK1 T2 e T3

Metabolismo de Xenobidticos
Citocromo P450 familia 1 CYP1A1l T1, T2 e T3
Estresse Oxidativo
Glutationa S transferase Mu4 GSTM4 T1, T2 eT3
Glutationa Redutase GSR T1,T2 e T3
xido DismutaseCatalase SODIA T2
CAT T1,T2eT3

Morte Celular

Proteina tumoral P53 p53c- T1,T2eT3
c-Myc Myc T1,T2eT3
Apoptose
Caspase 3 CASP3 T1, T2 e T3
Caspase 9 CASP9 T2 e T3

T1 (30% Cadaverina (CAD) + 10% Putrescina (PUT)); T2 (20% CAD + 30% PUT) e T3 (20%
CAD + 10% PUT). Os percentuais correspondem aos percentuais baseados na amplitude inferior e
superior a0 NOAEL 83mg/Kg para ratos de CAD (Til, et al.,1997) e da DL 50 463 mg/kg para
ratazanas de PUT, de acordo com a ficha técnica de seguranga do produto. Fonte: elaborada pela
autora (2022).
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8.3. Analise de citometria de fluxo na linhagem celular HepG2/C3A

Andlise por citometria de fluxo: fragmentagdo de DNA por coloracdo IP na
linhagem celular HepG2/C3A, apds tratamentos com associagdes de CAD e PUT, por
24 horas (populagao de células sub GO/G1).
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Figura 1: Analise de fragmentacdo de DNA por coloragéo IP, avaliada por citometria de fluxo apds tratamento com CAD e PUT em células HepG2/C3A
(populacdo de células subG0/G1)
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CN. Controle negativo; T1. Associagdo da solugdo a 30% de Cadaverina com 10% de Putrescina (v/v); T2. Associacdo da solugdo a 20% de Cadaverina com 30% de Putrescina (v/v); T3.
Associacdo da solug@o a 20% de Cadaverina com 10% de Putrescina (v/v); T4. Associagdo da solugdo a 30% de Cadaverina com 70% de Putrescina (v:v); CP. Controle positivo.

149




Andlise por citometria de fluxo: ciclo celular por colorag@o IP na linhagem celular

HepG2/C3A, apos tratamentos com associagdes de CAD e PUT, por 24 horas.
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Figura 2: Andlise do ciclo celular (coloracdo IP) por citometria de fluxo apods tratamento com CAD e PUT associadas em células HepG2/C3A.
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CN. Controle negativo; T1. Associacdo da solugdo a 30% de Cadaverina com 10% de Putrescina (v/v); T2. Associacdo da solugdo a 20% de Cadaverina com 30% de Putrescina (v/v); T3.
Associacdo da solug@o a 20% de Cadaverina com 10% de Putrescina (v/v); T4. Associacfio da solucdo a 30% de Cadaverina com 70% de Putrescina (v:v); CP. Controle positivo.

151




Andlise por citometria de fluxo: fragmentagdo de DNA por coloragdo IP na
linhagem celular HepG2/C3A, apos tratamentos com associacdes de CAD e PUT, por
48 horas (populagado de células subG0/G1).
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Figura 3: Analise de fragmentacdo de DNA por coloracdo IP, avaliada por citometria de fluxo apds tratamento com CAD e PUT associadas em células
HepG2/C3A (populacdo de células subG0/G1)
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CN. Controle negativo; T1. Associacdo da solugdo a 30% de Cadaverina com 10% de Putrescina (v/v); T2. Associagio da solugdo a 20% de Cadaverina com 30% de Putrescina (v/v); T3.
Associacdo da solug@o a 20% de Cadaverina com 10% de Putrescina (v/v); T4. Associagdo da solugdo a 30% de Cadaverina com 70% de Putrescina (v:v); CP. Controle positivo.
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Andlise por citometria de fluxo: Ciclo celular por coloragdo IP na linhagemcelular

HepG2/C3A, apos tratamentos associagdes de CAD e PUT, por 48 horas.
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Figura 4: Anélise do ciclo celular (coloracdo IP) por citometria de fluxo apds tratamento com CAD e PUT associadas em células HepG2/C3A.
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Associacdo da solug@o a 20% de Cadaverina com 10% de Putrescina (v/v); T4. Associagdo da solugdo a 30% de Cadaverina com 70% de Putrescina (v:v); CP. Controle positivo.
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APENDICE — MATERIAL SUPLEMENTAR

APENDICE A - CONCENTRACOES DE CADAVERINA (CAD) E PUTRESCINA
(PUT) UTILIZADAS EM DIFERENTES UNIDADES (% e mg/Kg)

Tabela 1 — Descricdo das concentragdes utilizadas em diferentes unidades (% e mg/Kg).
Para CAD as concentragdes tiveram como base a amplitude inferior e superior ao NOAEL
83mg/Kg para ratos (Til, et al.,1997) e para PUT, a DL50 de 463 mg/kg para ratazanas, de

acordo com a ficha técnica de seguranca do produto.

Cadaverina mg/Kg Putrescina mg/Kg
40% 33,2 70% 324,1
30% 24,9 60% 277,8
20% 16,6 30% 138,9
10% 8,3 10% 46,3

5% 4,15 0,10% 0,46
0,01% 0,046

Concentragdes selecionadas para CAD foram baseados na amplitude inferior e superior ao
NOAEL 83mg/Kg para ratos (Til, et al.,1997) e de PUT, a DL50 - 463 mg/kg para ratazanas, de
acordo com a ficha técnica de seguranga do produto. Fonte: elaborada pela autora (2022).
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APENDICE B - PROCEDIMENTOS E SOLUCOES PARA MANUTENCAO DA
LINHAGEM CELULAR Speedy

1. Preparo de solu¢des para a manutencio das células Speedy
1.1. Meio de cultura LEIBOWITZ L-15 incompleto

Em um balao volumétrico de 1L, dissolver um pacote do meio de cultivo em 500 mL
de agua ultrapura e acrescentar a solucdo de antibidtico-antimicotico (penicilina-
streptomicina, 10.000U.I/10mg — marca: Cutilab). Agitar a mistura e completar o volume
para 1,5 L com agua ultrapura. Corrigir o pH para 7,7, utilizando solugao de hidroxido de
sodio ou acido cloridrico. Filtrar em membrana de porosidade 0,22 um e aliquotar em

frascos de vidro de 100 mL. Armazenar os frascos em geladeira, entre 2 a 6 °C.

1.2 Meio de cultura LEIBOWITZ L-15 completo
Em fluxo laminar, adicionar soro bovino fetal (marca: Cultilab) estéril ao meio
LEIBOWITZ L-15 incompleto, em uma propor¢do de 10%. Armazenar os frascos em

geladeira, entre 2 a 6 °C.

1.3. Solucio de tampao fosfato salino (PBS)

Dissolver, em baldo volumétrico, 0,2 g de cloreto de potdssio (marca: Exddo
cientifica), 0,2 g de fosfato monobasico de potassio (marca: Synth), 8,0 g de cloreto de
sodio (marca: LS Chemicals) e 1,15 g de fosfato dibasico de so6dio anidro (marca: Nuclear)
em 1000 mL de agua ultrapura. Manter sob agitagdo até a completa solubilizagdo. Corrigir
o pH para 7,4 com solugdo de hidroxido de sdédio ou acido cloridrico. Aliquotar a solugdo
de PBS em frascos de vidro de 250 mL e autoclavar por 20 minutos a 120 °C/latm.

Armazenar a solucao em geladeira.

1.4. Tripsina EDTA Solution 10X
Diluir tripsina — EDTA (marca: Sigma) em PBS, na propor¢ao 2:8 (tripsina e PBS).

1.5. Solucio de congelamento

Em fluxo laminar, preparar o soro com complemento inativado. Para isso,
descongelar frascos com 50 mL de soro bovino fetal (marca: Cultilab), armazenados em
freezer (previamente aliquotados) , colocar em banho-maria a 56 °C, por 1 hora, agitando

suavemente a cada 15 minutos. Retirar o soro do banho-maria e resfriar em temperatura
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ambiente. Em fluxo laminar, adicionar 10% de dimetilsulfoxido estéril (marca: Exddo
cientifica) ao volume desejado do soro com o complemento inativado. Armazenar a

solucao a -20 °C (freezer).

2. Manutencao das células Speedy
2. 1. Repique

Antes de iniciar o manuseio das células Speedy, ligar o banho-maria a 27 °C e colocar
o meio LEIBOWITZ L-15 completo, a solucdo de PBS e a tripsina (item 1.4), que estavam
armazenados na geladeira/freezer. Passar dlcool 70% no fluxo e ligar a UV por 20 minutos.
Decorrido este tempo, ja pode iniciar o manuseio das células no fluxo. Para isso, retirar
primeiramente o frasco de cultura da estufa de CO,. No fluxo, desprezar o meio e lavar 2
vezes com 5 mL de PBS. Retirar o excesso com auxilio de micropipeta monocanal.
Adicionar 500 pL de tripsina (item 1.4), fechar e deitar o frasco para cobrir toda a
superficie de células confluentes e aguardar, por 1 minuto, em temperatura ambiente.
Decorrido esse tempo, desprender as células com leves batidas no fundo do frasco. Apos o
desprendimento, inativar imediatamente a tripsina, com 1,5 mL de meio LEIBOWITZ L-15
completo. Passar a suspensdo celular por micropipeta monocanal de 1 mL para obtenc¢ado de
células isoladas. Dividir as células em novos frascos de cultura, ainda com auxilio de
micropipeta monocanal de 1 mL. Cada frasco de cultura confeccionado deve conter 5-7 mL

de meio LEIBOWITZ L-15 completo, Incubar em estufa a 28 °C, sem inje¢do de CO..

2.2. Congelamento das células Speedy

Primeiramente, separar os tubos criogénicos e identifica-los com o tipo celular e data
do experimento. Em seguida, ligar o banho-maria a 28 °C e colocar o meio LEIBOWITZ L-
15 completo, a solucdo de PBS e a tripsina (item 1.4), que estavam armazenados na
geladeira/freezer. A solucdo de congelamento deve ser descongelada a temperatura
ambiente e ndo deve ser colocada no banho-maria. Passar alcool 70% no fluxo e ligar a
UV, por 20 minutos. Decorrido este tempo, iniciar o manuseio das células no fluxo. Retirar
o frasco de cultura da estufa e, no fluxo, desprezar o meio e lavar 2 vezes com 5 mL de
PBS. Retirar o excesso com micropipeta monocanal de 1 ml. Adicionar 500 pL de tripsina
(item 1.4), fechar e deitar o frasco para cobrir toda a superficie de células confluentes e
aguardar, por 1 minuto a TA. Decorrido esse tempo, desprender as células com leves
batidas no fundo do frasco. Apds o desprendimento, inativar imediatamente a tripsina, com

1,5 mL de meio LEIBOWITZ L-15 completo. Transferir a suspensao celular para tubo
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Falcon estéril e centrifugar, por 10 minutos a 1000 rpm. Apos a centrifugacao, desprezar o
sobrenadante e ressuspender o pellet com 2 mL da solu¢do de congelamento. Dividir o
conteido do tubo Falcon em 2 tubos criogénicos. Levar os tubos criogénicos
imediatamente para o freezer -80 °C, por até 16 horas (tempo ideal: 10 horas). Apds este

periodo, acondicionar os tubos criogénicos em nitrogénio liquido.

2.3. Descongelamento das células Speedy

Antes de iniciar o manuseio das células, ligar o banho-maria a 28 °C e colocar o meio
LEIBOWITZ L-15 completo, a solucao de PBS que estavam armazenados na geladeira.
Passar alcool 70% no fluxo e ligar a UV, por 20 minutos. Decorrido este tempo, ja pode
iniciar o manuseio das células no fluxo. Remover o tubo criogénico do nitrogénio liquido e
coloca-lo em banho-maria a 28 °C, apenas até descolar o pellet (ndo esperar ficar
totalmente descongelado). Verter o pellet de células ainda congelado em 10 mL de meio
LEIBOWITZ L-15 completo. Homogeneizar a suspensdo celular com auxilio de
micropipeta monocanal de 1 mL e centrifugar, por 10 minutos a 1000 rpm. Desprezar o
sobrenadante e ressuspender o pellet em 1 mL de meio LEIBOWITZ L-15 completo.
Transferir a suspensao celular para um frasco de cultura com 9 mL de meio LEIBOWITZ

L-15 completo e incubar, a 28 °C, em estufa sem injecdo de COs..
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APENDICE C - PROCEDIMENTOS E SOLUCOES PARA MANUTENCAO DA
LINHAGEM CELULAR HepG2/C3A

1. Soluc¢des para manutencio de células HepG2/C3A
1.1. Meio DMEM incompleto

Em um balao de 1 000 mL, dissolver 9,77 g de meio DMEM (marca: Cultilab), 2,2 g
de bicarbonato de so6dio (marca: Qhemis) e 4,5 g de glicose (marca: Impex) em 800 mL de
agua ultrapura e agitar ate completa dissolucdo. Adicionar 1 mL da solucdo de antibiotico
antimicotico (penicilina - streptomicina, 10.000U.I/10mg, marca: Cultilab), agitar e
completar o volume para 1 000 mL com agua ultrapura. Corrigir o pH para 7,2, utilizando
solucdo de hidroxido de sodio ou acido cloridrico. Filtrar em membrana estéril de
porosidade 0,22 um e aliquotar em frascos de vidro de 100 mL. Armazenar os frascos em

geladeira, entre 2 a 6 °C.

1.2. Meio de cultura DMEM completo
Em fluxo laminar, adicionar soro bovino fetal (marca: Cultilab) estéril ao meio

DMEM em uma propor¢ao de 10%. Armazenar os frascos em geladeira, entre 2 a 6 °C.

1.3. Solucio de tampao fosfato salino (PBS)

Dissolver, em baldo volumetrico, 0,2 g de cloreto de potdssio (marca: Exodo
cientifica), 0,2 g de fosfato monobasico de potassio (marca: Synth), 8,0 g de cloreto de
sodio (marca: LS Chemicals) e 1,15 g de fosfato dibasico de so6dio anidro (marca: Nuclear)
em 1000 mL de agua ultrapura. Manter sob agitacdo até a completa solubiliza¢do. Corrigir
o pH para 7,4, com solugdo de hidréxido de sodio ou acido cloridrico. Aliquotar a solugdo
de PBS em frascos de vidro de 250 mL e autoclavar por 20 minutos a 120 °C/1 atm.

Armazenar a solucao em geladeira.

1.4. Tripsina EDTA 0,25%
Esterilizar a solugdo de Tripsina EDTA 0,25% (marca: Sigma) por filtracio em
membrana com tamanho de poro de 0,22 um e aliquotar em frascos de vidro pequenos (50

mL). Armazenar os frascos de geladeira.
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1.5. Solucio de congelamento

Em fluxo laminar, preparar o soro com complemento inativado. Para isso,
descongelar os frascos com 50 mL de soro bovino fetal (marca: Cultilab) armazenados em
freezer (previamente aliquotados) e, posteriormente, coloca-los em banho-maria a 56 °C,
por 1 hora, agitando suavemente a cada 15 minutos. Retirar o soro do banho-maria e
resfriar em temperatura ambiente. Em fluxo laminar, adicionar 10% de dimetilsulfoxido
estéril (marca: Exo0do cientifica) ao volume desejado do soro com o complemento

inativado. Armazenar a solugdo a -20 °C (freezer).

2. Manutenc¢ao das células HepG2/C3A
2.1. Repique das células HepG2/C3A

Antes de iniciar o manuseio das células HepG2/C3A, ligar o banho-maria a 37 °C e
colocar o meio DMEM completo, a solucio de PBS e a tripsina 0,25%, que estavam
armazenados na geladeira. Passar alcool 70% no fluxo e ligar a UV, por 20 minutos.
Decorrido este tempo, ja pode-se iniciar o manuseio das células no fluxo. Retirar o frasco
de cultura da estufa de CO,. No fluxo, desprezar o meio e lavar 2 vezes com 5 mL de PBS.
Retirar o excesso com auxilio de pipeta Pasteur. Adicionar 500 pL de tripsina 0,25%,
fechar e deitar o frasco para cobrir toda a superficie de células confluentes. Colocar
novamente na estufa a 37 °C, por 5 minutos. Decorrido os 5 minutos, retirar o frasco da
estufa e desprender as células com leves batidas no fundo do frasco. Apds o
desprendimento, inativar imediatamente a tripsina, com 1,5 mL de meio DMEM completo.
Passar a suspensao celular por seringa de insulina estéril de 1 mL ,para obtencao de células
isoladas. Dividir as células em novos frascos de cultura, com auxilio de pipeta Pasteur.
Cada frasco de cultura confeccionado deve conter 5 mL de meio DMEM completo. Incubar

a 37 °C em estufa com injecdo de 5 % de COx.

2.2. Congelamento das células HepG2/C3A

Antes de iniciar o manuseio das células, ligar o banho-maria a 37 °C e colocar o meio
DMEM completo, a solugdo de PBS e a tripsina 0,25%, que estavam armazenados na
geladeira. A solucao de congelamento deve ser descongelada a temperatura ambiente e nao
deve ser colocada no banho-maria. Passar alcool 70% no fluxo e ligar a UV, por 20
minutos. Decorrido este tempo, ja pode iniciar o manuseio das células no fluxo. Para isso,
retirar o frasco de cultura da estufa de CO; e, no fluxo, desprezar o meio e lavar 2 vezes

com 5 mL de PBS. Retirar o excesso com pipeta Pasteur. Adicionar 500 uL de tripsina
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0,25%, fechar e deitar o frasco. Colocar novamente na estufa a 37 °C, por 5 minutos.
Decorrido os 5 minutos, retirar o frasco da estufa e desprender as células com leves batidas
no fundo do frasco. Apds o desprendimento, inativar imediatamente a tripsina, com 1,5 mL
de meio DMEM completo. Passar a suspensdo celular por seringa de insulina estéril de 1
mL, para obtengdo de células isoladas. Transferir a suspensdo celular para tubo Falcon
estéril e centrifugar, por 10 minutos a 1500 rpm. Apos a centrifugacdo, desprezar o
sobrenadante e ressuspender o pellet com 2 mL da solugao de congelamento. Dividir o
conteido do tubo Falcon em 2 tubos criogénicos., Levar os tubos criogénicos
imediatamente para o freezer -80 °C, por 10 horas. Apds este periodo, acondicionar os

tubos criogénicos em nitrogénio liquido.

2.3. Descongelamento das células HepG2/C3A

Antes de iniciar o manuseio das células, ligar o banho-maria a 37 °C e colocar o meio
DMEM completo, que estava armazenado na geladeira. Passar alcool 70% no fluxo e ligar
a UV, por 20 minutos. Decorrido este tempo, ja pode iniciar o manuseio das células no
fluxo. Remover o tubo criogénico do nitrogénio liquido e coloca-lo em banho-maria a 37
°C, apenas até descolar o pellet (ndo esperar ficar totalmente descongelado). Verter o pellet
de células ainda congelado em 10 mL de meio DMEM completo. Homogeneizar a
suspensao celular com auxilio de pipeta Pasteur e centrifugar, por 10 minutos a 1500 rpm.
Desprezar o sobrenadante e ressuspender o pellet em 1 mL de meio DMEM completo.
Transferir a suspensdo celular para um frasco de cultura com 9 mL de meio DMEM

completo e incubar a 37 °C em estufa com injecado de 5 % de CO:x.
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APENDICE D - SOLUCOES PARA O ENSAIO DO COMETA

1. Agarose Comum

Em um béquer, adicionar 3 g de agarose comum (Ultra Pure TMAgarose, marca:
Invitrogen) e 200 mL de PBS. Ferver em forno micro-ondas, até¢ a completa dissolucao da
agarose. Caso esta ndo seja utilizada imediatamente para a pre-gelatinizacdo das laminas,
aguardar o resfriamento e a solidificacdo da mesma, para o posterior armazenamento em
geladeira. Esta solugdo deve ser utilizada para a pre-gelatinizagdo das laminas. Para isso,
derreter a agarose armazenada em forno micro-ondas e colocar em banho-maria a 60 °C.
Mergulhar as laminas na agarose, até atingir a parte fosca, e remover o excesso do lado
oposto, com auxilio de papel higiénico. Depositar as laminas pré-gelatinizadas em uma

superficie reta para a secagem. Deixar secar e armazenar as laminas em geladeira.

2. Agarose LMP (Low Melting Point)
Em um béquer, adicionar 0,25 g de agarose de baixo ponto de fusdo- LMP (marca:
Invitrogen) e 50 mL de PBS. Ferver em forno micro-ondas, até a completa dissolucao da

agarose. Aliquotar em frascos de 5 mL, aguardar a solidificacao e armazenar em geladeira.

3. Solucdo Lise Estoque

Em um béquer, dissolver 73,05 g de cloreto de soédio, 18,6 g de EDTA-titriplex
(marca: Dinamica); 0,6 g de Tris (marca: Sigma) em 445 mL de agua ultrapura. Para a
completa solubilizacdo, o pH deve ser corrigido para 10, com a adicdo de solucdo de
hidroxido de so6dio. Armazenar a solugdo de lise estoque a temperatura ambiente, em frasco

ambar.

4. Soluciao Lise Final

Em uma proveta, adicionar 1 mL de Triton X-100 (marca: Impex), 10 mL de
dimetilsulfoxido (marca: Exodo cientifica) e 89 mL da solugdo de lise estoque. Com auxilio
de um papel parafilme, agitar a solu¢do. Transferir para a cubeta de vidro horizontal e

armazenar em geladeira.

5. EDTA 200 mM
Dissolver em um béquer, 7,45 g de EDTA-tritriplex (marca: Dinamica) em 100 mL

de 4gua ultrapura. Corrigir o pH 10,0, com a adi¢do de solucao de hidroxido de sédio.
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6. NaOH 10N
Dissolver em um béquer, 40 g de hidréxido de sdédio (marca: Impex) em 100 mL de

agua ultrapura. Armazenar a temperatura ambiente, em frasco plastico protegido de luz.

7. Tampao de eletroforese

Em um béquer, adicionar 5 mL de EDTA-tritriplex 200 mM, e 30 mL de NAOH 10N
em 1000 mL de agua ultrapura. Verificar se o pH estd maior que 13. Preparar 1,5 L na hora
da utilizagdo. O tampao deve estar gelado no momento do uso. Para isso, reservar agua

ultrapura na geladeira no dia anterior a corrida.

8. Solucio de Neutralizacao
Dissolver, em um béquer, 24,25 g de Tris (marca: LGC Biotecnologia) em 475 mL de
agua ultrapura. Corrigir o pH para 7,5, com solugdo de 4cido cloridrico. Armazenar em

temperatura ambiente ou em geladeira, em frasco de vidro.

9. Solucio de GelRed

Em um frasco recoberto com papel aluminio, adicionar 15 uL da solu¢do de GelRed
(marca: Biotium), 5 mL de solucdo de cloreto de s6dio-NaCl 1M (preparada pela
dissolucao de 58,43 g de NaCl - marca: LS Chemicals —em 1 L de 4gua ultrapura) e 45 mL

de 4gua ultrapura.
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APENDICE E - RESULTADOS DO ENSAIO DO COMETA PARA AS
LINHAGENS CELULARES Speedy (tabela 1) e HepG2/C3A (tabela 2)

Tabela 1 - Resultados do ensaio de intensidade de DNA na cauda (%), pelo ensaio do

cometa, realizado com células da linhagem de fibroblasto de anfibio (linhagem Speedy).

Speedy Intensidade (%) de DNA na cauda
Média + DP
CN 1,242 + 0,286
CP 27,868 + 4,666*
T1 1,419 + 0,748
T2 1,035+ 0122
T3 1,547 + 0,582

Valores expressos em Média + Desvio Padrdo dos resultados da porcentagem de DNA na
cauda de células Speedy expostas a diferentes tratamentos com associagdes de cadaverina
(CAD) e putrescina (PUT). T1 = 10% CAD + 0,1% de PUT; T2 = 5% de CAD + 0,1% de
PUT; T3 = 5% de CAD + 0,01% de PUT. CN: controle negativo, CP: controle positivo. *
estatisticamente significativo em relacdo ao CN (teste de Kruskal- Wallis/Dunn’s (p<0,05).

Tabela 2 - Resultados do ensaio de intensidade de DNA na cauda (%), pelo ensaio do

cometa, realizado com células da linhagem de hepatoma humano (linhagem HepG2/C3A.

HepG2/C3A Intensidade (%) de DNA na cauda
Média + DP
CN 2,749 + 0,551
Cp 31,770 + 16,285*
T1 3,533+ 1,616
T2 1,997 + 0,566
T3 2,662 + 1,600

Valores expressos em Média + Desvio Padrdo dos resultados da porcentagem de DNA na
cauda de células HepG2/C3 A expostas a diferentes tratamentos com associagdes de cadaverina
(CAD) e putrescina (PUT). T1 = 30% CAD + 10% de PUT; T2 = 20% de CAD + 30% de
PUT; T3 = 20% de CAD + 10% de PUT. CN: controle negativo, CP: controle positivo. *
estatisticamente significativo em relacdo ao CN (teste de Kruskal- Wallis/Dunn’s (p<0,05).
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APENDICE F - SOLUCOES PARA O ENSAIO DO MICRONUCLEO

1. Citocalasina B, solucio mae (2 mg/ml)
Em fluxo laminar, adicionar em frasco estéril, 5 mg de citocalasina B (marca: Sigma)
e 2,5 mL de dimetilsulféxido (marca: Exddo cientifica) estéril. Homogeneizar e fechar o

frasco. Recobrir o frasco com papel aluminio, identificar e armazenar a -20 °C (freezer).

2. Citocalasina B, solucio uso (350 pg/ml)
Em um frasco de congelamento estéril, adicionar o 1,65 mL de PBS estéril e 350 pL
da solucdo mae de citocalasina B. Fechar e recobrir o frasco com papel aluminio,

identificar e armazenar a -20 °C (freezer).

3. Soluc¢ao Hipotonica de Citrato de Sédio 0,01%

Em um béquer, dissolver o 1 g de citrato de sddio (marca: Impex) em 100 mL de
agua deionizada. Agitar até¢ completa solubilizagdo. Armazenar em frasco de 100 mL na
geladeira. A solugao de citrato de sodio 0,01% deve ser utilizada gelada na colheita do teste
do micronucleo. Esta solugdo hipotonica incha as células, facilitando a visualizagdo dos

micronucleos.

4. Fixador Carnoy
Em uma proveta misturar 3 partes de alcool etilico absoluto (marca: Synth) para 1

parte de 4cido acético glacial (marca: LS Chemicals). Preparar no momento do uso.

5. Giemsa

Em frasco ambar, misturar 3 g de Giemsa (marca: Shynth) com 162 mL de glicerina
(marca: Shynth). Deixar em banho-maria a 60 °C, overnight. Posteriormente, adicionar 252
mL de metanol (marca: Ecibra) e homogeneizar. Filtrar e armazenar, em geladeira, em
frasco de vidro &mbar. Em uma proveta, misturar 50 mL de 4gua com 2,5 mL da solugao de
Giemsa. Esta solucdo deve ser preparada no momento da utilizagdo. Para a coloragdo,
cobrir as laminas com o corante, por 5 minutos. Lavar com agua corrente e deixar secar a

temperatura ambiente.
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APENDICE G - RESULTADOS DO ENSAIO DE EXPRESSAO GENICA PARA A
LINHAGEM CELULAR HepG2/C3A

Figura 1: Apresentacdo grafica do perfil de expressdo de genes relacionados a danos no
DNA e metabolismo de xenobioticos em células HepG2/C3A, expostas a diferentes
concentracdes da associacdo de CAD e PUT (Tabela 3). Os resultados foram normalizados

com o gene endogeno da B-actina.
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Figura 2: Apresentacdo grafica do perfil de expressdo de genes relacionados ao estresse
oxidativo em células HepG2/C3A, expostas a diferentes concentracdes da associagcdo de
CAD e PUT (Tabela 3). Os resultados foram normalizados com o gene endogeno da f-

actina.
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Figura 3: Apresentacdo grafica do perfil de expressdo de genes relacionados a morte
celular e apoptose em células HepG2/C3A, expostas a diferentes concentracdes da
associagdo de CAD e PUT (Tabela 3). Os resultados foram normalizados com o gene

endogeno da B-actina.
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