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RESUMO:

Os cemitérios sdao fontes potenciais de contaminagdo ambiental. No Brasil, apesar de
existir uma regulamentagdo especifica para a instalacao de necropolis, € expressivo o nimero
de cemitérios irregulares. Os contaminantes dos cemitérios podem ser advindos de vérias
fontes, mas a principal delas ¢ o necrochorume, um liquido mais viscoso que a agua, de
coloracdo castanho-acinzentada, composto por agua (60%), sais minerais (30%) e substancias
organicas (10%), principalmente a cadaverina e a putrescina. A liberacdo desse liquido
compromete a qualidade e a estrutura biolégica do solo, bem como coloca em risco a saude da
populagdo exposta. A implantacao inadequada de cemitérios traz consequéncias para a propria
decomposicdo dos corpos. Cemitérios instalados em solos muito imidos, ou com leng¢dis
freaticos mais superficiais, podem apresentar problemas com a decomposicao cadavérica, cujos
corpos sepultados podem permanecer, indefinidamente, em estdgio de saponificacdo. O
cemitério Sao Jodo Batista da cidade de Leme- SP apresenta essa situagdo, pois parte da sua
area tem covas que permanecem permanentemente inundadas por dguas do lengol freaticos.
Levando em conta essa problematica, o estudo teve como objetivo avaliar o impacto da
contaminagdo de solo por necrochorume e por corpos que estdo em processo de saponificagdo
permanente, devido a alta umidade do terreno onde estdo sepultados. Para esta avaliacao, foram
coletadas amostras de solo de sepulturas de areas secas e inundadas do referido cemitério. As
amostragens dos solos foram feitas nas proximidades de 3 sepulturas que apresentam condi¢des
diferentes de terrenos, com consequentes problemas de decomposic¢ao: ponto 1 — sepultara onde
o cadaver esta imerso em agua do lengol freatico, o que mantem o corpo saponificado, ha mais
de 12 anos; ponto 2 — sepultura cujo corpo, mesmo nao estando em contato com a adgua freatica,
também se mantém saponificado por cerca de 12 anos, devido a alta umidade do terreno; ponto
3 - sepultura cujo cadaver foi sepultado cerca de 10 dias antes da coleta (sepultamento recente)
em terreno seco, portanto sem interferéncia da umidade do lengol freatico. Os solos amostrados
foram submetidos ao processo de extracdo dos contaminantes, por solubilizacdo. Os
solubilizados foram utilizados em testes de fitotoxicidade, citogenotoxicidade emutagenicidade
com os bioindicadores L. sativa e A. cepa, considerados eficientes organismos testes para
estudos de monitoramento ambiental e analise de risco ocupacional a que os trabalhadores do
local estdo expostos. Pelos resultados obtidos, pode observar que todas as amostras analisadas
apresentaram algum tipo de toxicidade. Os bioensaios realizados com a amostra do ponto 1
comprovaram a presenca de substancias com potencial citotoxico emutagénico, os do ponto 2
denotaram ac¢ao citotdxica e fitotoxica do solo avaliado e os do ponto
3 apresentaram também acdo citotoxica. Tais resultados comprovaram o potencial
contaminante de cemitérios e a necessidade de monitoramento desses empreendimentos.

Palavras chave: Necrochorume; fitotoxicidade; citogenotoxicidade; mutagenicidade; L.
sativa; A. cepa.



ABSTRACT:

Cemeteries are potential sources of environmental contamination. In Brazil, although there is a
specific regulation for the installations of necropolis, the number of irregular cemeteries is
expressive. The contaminants in cemeteries can come from various sources, but the main one
is necroslurry, a liquid more viscous than water, with a grayish-brown color, composed of water
(60%), mineral salts (30%) and organic substances (10%), mainly cadaverine and putrescine.
The release of this liquid compromises the quality and biological structure of the soil, as well
as putting the health of the exposed population at risk. The inadequate establishment of
cemeteries has consequences for the decomposition of bodies. Cemeteries installed in very
humid soils, or with more superficial water tables, can present problems with cadaveric
decomposition, whose buried bodies can remain, indefinitely, in the saponification stage. The
Sdo Jodo Batista cemetery installed in the city of Leme-SP presents this situation, as part of its
area has caves that remain permanently flooded by water from the water table. Taking this issue
into account, this study aimed to evaluate the impact of soil contamination by necroslurry and
by bodies that are in the process of permanent saponification, due to the high humidity of the
ground where they are buried. For this evaluation, soil samples were collected from graves in
dry and flooded areas of the aforementioned cemetery. Soil samples were taken in the vicinity
of 3 graves that have different terrain conditions, with consequent decomposition problems:
point 1 — burial where the corpse is immersed in water from the groundwater, which keeps the
body saponified, for more than 12 years old; point 2 — grave whose body, even not being in
contact with groundwater, also remains saponified for about 12 years, due to the high humidity
of the ground; point 3 - grave whose corpse was buried about 10 days before collection (recent
burial) in dry ground, therefore without interference from the water table humidity. The sampled
soils were submitted to the contaminant extraction process, by solubilization. The solubilized
ones were used in phytotoxicity, cytogenotoxicity and mutagenicity tests with the bioindicators
L. sativa and A. cepa, considered efficient test organisms for studies of environmental
monitoring and occupational risk analysis to which workers at the site are exposed. From the
results obtained, it can be seen that all analyzed samples showed some typeof toxicity. The
bioassays carried out with the sample from point 1 confirmed the presence of substances with
cytotoxic and mutagenic potential, those from point 2 denoted cytotoxic and phytotoxic action
of the evaluated soil and those from point 3 also showed cytotoxic action. These results
confirmed the contamination potential of cemeteries and the need to monitor theseenvironments.

Keywords: Cemetery leachate; phytotoxicity; cytogenotoxicity; mutagenicity; L. sativa; A.
cepa.
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1.INTROUCAO

1.1. Cemitérios como fontes de contamina¢ao ambiental

Os cemitérios sao fontes potenciais de contamina¢do ambiental, que impactam
negativamente a qualidade do solo, das aguas superficiais e subterraneas e do ar. Embora esse
tipo de contaminagdo possa causar sérios danos ao ambiente e a saide humana, grande parte da
populagdo desconhece esses riscos, ficando continuamente exposta a eles (KEMERICH et al.,

2012).

Os ambientes de cemitérios sao impactados por contaminantes derivados de diferentes
fontes de contamina¢do. A contaminagdo nesses ambientes se da inicialmente no solo, mas
acaba sendo transferida para os outros compartimentos ambientais, como a agua e,
eventualmente, o ar. Dentre os contaminantes das necropolis, destacam-se os derivados de
aderegos de urnas mortudrias, que liberam contaminantes como os O0xidos metalicos de Ti
(titanio), Cr (cromo), Cd (cddmio), Pb (chumbo), Fe (ferro), Mn (manganés), Hg (merctrio) e
Ni (niquel); os compostos usados na tanatopraxia, como os formaldeido e o metanol, utilizados
na pratica de embalsamagao de corpos e os enrijecedores, usados para maquiar e preparar os
cadaveres para a cerimonia de despedida; outros produtos quimicos, como o0s pigmentos
advindos das vestimentas dos cadaveres e tecidos dos aderecos das urnas; os residuos
hospitalares, como remédios e quimioterapicos; além da carga microbiana, como bactérias,
virus e protozodarios, oriunda dos corpos sepultados. Porém, além de todos esses contaminantes
citados, existe nos cemitérios uma outra fonte de contaminacdo ainda mais perigosa: o
necrochorume (PACHECO, 2012), que ¢ o liquido liberado, continuamente, pelos cadéaveres,

durante o processo de putrefacdo (COSTA SILVA; FILHO, 2008).

A instalacdo mal planejada de cemitérios e a auséncia de manutengdo dos mesmos sao
fatores que podem aumentar ainda mais os impactos de diversas matrizes ambientais
(PACHECO, 2012, SILVA e MALLAGUTTI, 2008), como a atmosfera, as aguas interiores,
superficiais e subterraneas, os estuarios, o mar territorial, o solo, o subsolo, os elementos da

biosfera, a fauna e a flora” (BRASIL, 1981).

Em cemitérios horizontais, o solo ¢ a primeira matriz a receber o necrochorume
(PACHECO, 2012). Dentre os agentes presentes no necrochorume, estdo compostos organicos,
que acabam sendo consumidos pela microbiota do solo. Esse aporte de nutrientes ao ambiente
edafico promove um aumento da atividade microbiana, que leva, consequentemente, a um

aumento dos teores de nitrogénio, fosforo e sais minerais, bem como da condutividade elétrica
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nesses ambientes (KEMERICH et al., 2012). De acordo com Neckel et a/ (2017), foi também
verificado em diversos cemitérios horizontais brasileiros uma alta presenca de contaminantes
metalicos, como Cu, Zn, Fe, Mn, Pb e Ni, contaminantes estes que podem colocar em risco a

satide da populacdo do entorno desses ambientes.

A dinamica da percolacdo do necrochorume e a fixagdo de agentes bioldgicos deste
liquido no ambiente edafico sdo definidos pela propria composicdo estrutural do solo. A
infiltracdo do necrochorume ¢ feita através da zona insaturada do solo, ou zona de aeragdo
(composta por particulas solidas e espacos vazios, que podem ser ocupados por agua e ar).
Durante o transito do necrochurume no solo, vai também ocorrendo a reten¢ao de patdogenos
nas particulas do solo, como, por exemplo, de bactérias e virus (DENT, FORBES e STUART,
2004; SILVA e MALAGUTTI, 2009; KEMERICH et al., 2012). Os virus, por apresentarem
estruturas extremamente pequenas, podem ser adsorvidos nas particulas minerais, devido as
suas cargas elétricas, se fixando, temporariamente nesse ambiente (PACHECO, 2012). No
entanto, a eficicia da retencdo de microrganismos ao solo estd relaciona a diversos fatores,
como a permeabilidade, aeracdo, umidade e nutrientes do solo. Por essa razao, esses fatores sao
extremamente importantes para serem considerados na avaliagao da adequabilidade do terreno
para a instalacdo desse tipo de empreendimento (FORBES e STUART, 2004; SILVA e
MALAGUTTI, 2009; KEMERICH et al., 2012).

Um outro fator a ser considerado nas atividades cemiteriais ¢ a profundidade em que
ocorre o sepultamento dos corpos. Como o teor de oxigénio no solo decresce com a
profundidade, os locais onde os corpos sdo dispostos tém, entdo, uma baixa concentracao de
oxigénio disponivel, gerando melhores condi¢des para o desenvolvimento de microrganismos
anaerobicos patogénicos, o que aumenta os riscos de propagagao de doengas (KEMERICH et

al,2012; ZYCHOWSKI e BRYNDAL, 2015).

Pelo fato do necrochorume ser solivel em 4gua e, consequentemente, percolar no solo,
seus compostos podem ser carreados até as dguas subterraneas, ou seja, podem atingir os
aquiferos. O alto coeficiente de permeabilidade dos solos e a presenga de rachaduras nos
tumulos, associados a negligéncia na administracao dos cemitérios, sao fatores que facilitam a
contaminagao de agua subterranea (SILVA e MALAGUTTI, 2009). O esquema abaixo ilustra

o caminho percorrido por este liquido passando pelo solo e contaminando os recursos hidricos.
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Contaminagao Ambiental - Cemitério Horizontal
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Figura 1: Contaminagdo de solo e de aquiferos por Necrochorume. Fonte: autoria propria

r

No Brasil, 61% da populacdo ¢ abastecida com aguas subterraneas, coletadas em
aquiferos. No estado de Sdo Paulo, por exemplo, 80% dos municipios sdo abastecidos dessa
forma. Considerando esses dados, cabe o alerta de que muitas comunidades que fazem uso de
agua subterraneas podem estar instaladas nas proximidades de cemitérios. Nesses casos, se 0s
compostos advindos da putrefagdo cadavérica atingirem os lengois fredticos e,
consequentemente, as aguas dos pocgos, essa contaminagdo podera configurar um sério risco a
saude da populagdao exposta (PACHECO, 2012). Tal preocupacdo aumenta ainda mais se
considerarmos as descrigdes de Neckel et a/ (2017), de que cemitérios urbanos, de maneira
geral, encontram-se localizados em areas de baixo valor econdmico, portanto em regides de
baixo desenvolvimento socioecondmico, nas quais as condigdes de saneamento basico ndo sao
adequadas, fato este que pode potencializar as consequéncias desse tipo de contaminacao

ambiental.

A contaminagdo por atividades cemiteriais ganha ainda mais relevancia se levarmos em
considera¢do o cenario pandémico atual da COVID-19, onde mais de 580.000 vidas foram
perdidas no Brasil (Ministério da Saude, 2021) o que, certamente, levou a uma sobrecarga de
contaminantes nos cemitérios, com possibilidades aumentadas de propagacao do virus Sars-

CoV-2, principalmente pelos cemitérios indevidamente implantados ou gerenciados.

Apesar de ndo existir muitas informagdes disponiveis sobre do comportamento de
disseminag¢do do novo virus depois da morte de seu hospedeiro, ja se tem estudos que

comprovam que virus da familia dos Corona virus podem ser propagados, via necrochorume,
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apos morte do individuo. Assim, pela possibilidade também do necrochorume carrear virus e
bactérias, esse tipo de contaminante pode amplificar o raio de contaminagao por patégenos,
auxiliando entdo para uma maior propagacdo de doengas (CALMON, 2020, SOARES,
RAMOS e MACHADO, 2020; NASCIMENTO, 2020, YAACOUB et al,2020; GONCALVES
etal,2021).

1.2. Contexto historico dos cemitérios

A disposi¢do final dos corpos humanos ¢ uma problematica instituida em todas as
sociedades ao longo da historia. No passado, cerca de 100.000 a.C., era comum que 0s corpos
fossem sepultados no solo, em interiores de grutas. J& os primeiros registros de cemitérios com
sepulturas agregadas datam de cerca de 10.000 a.C. Na Idade Média, a Igreja passou a ter a
responsabilidade pelos sepultamentos, que passaram a ocorrer tanto ao redor das proprias
igrejas como dentro delas. Naquela época, a preocupacdo maior com os sepultamentos era
quanto aos contaminantes atmosféricos, uma vez que os corpos em putrefacdo exalam fortes
odores, que acarretam, normalmente, uma repulsa da populacdo (PACHECO, 2012). Existem
evidéncias de que pogos de captacdo de agua, localizados proximos as igrejas, tiveram a
qualidade das suas aguas comprometidas, sendo, inclusive, associadas a disseminacao de

doencas, como o tifo e a peste negra (SILVA e MALAGUTTI, 2008).

Diante desse cendrio de contaminagdo, médicos e higienistas preocupados com a saude
da populagdo propuseram que os cemitérios fossem deslocados para as periferias das cidades e
que fossem criadas leis que garantissem que novos cemitérios fossem instalados distantes dos
centros urbanos (PACHECO, 2012). Porém, com o crescimento frenético das cidades, os
cemitérios acabaram sendo reincorporados aos ambientes urbanos, trazendo, novamente, esses

locais de contaminagdo para o convivio da populagdo (SILVA e MALAGUTTI, 2008).

Os tipos de cemitério mais comuns da atualidade sdo os cemitérios horizontais e os
cemitérios verticais, sendo que nos primeiros os corpos sdo dispostos em urnas mortudrias,
geralmente de madeira, que sdo enterradas, ficando entdo, diretamente sobre a influéncia do
solo. Em contrapartida, nos cemitérios verticais, os corpos também ficam dispostos em urnas
de madeiras, mas sao alocados de forma sobreposta, sem contato direto com o solo. Este ultimo
tipo tem como vantagem a diminui¢do do espaco necessdrio para a instalacdo desses
empreendimentos € a consequente maximizacao da vida util dos cemitérios (PACHECO, 2012;

FERRARI et al, 2015; NECKEL, 2017).
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O sepultamento em cemitérios horizontais tem como principal vantagem o menor tempo
de decomposicdo dos corpos, uma vez que a maior aeragdo propicia melhores condig¢des
biologicas para a decomposi¢do. No entanto, esses tipos de necropole ocupam maiores
territorios, pois se expandem apenas horizontalmente, ao contrdrio dos cemitérios verticais
(FERRARI et al, 2015;). Do ponto de vista da contaminagdo ambiental, ambos podem causar
impactos, principalmente se nao atenderem ao que € previsto pela legislagao vigente. Contudo,
ainda assim, os cemitérios verticais apresentam vantagens sobre os horizontais, justamente pela
distancia dos corpos, em relacdo ao solo, e pela possibilidade de tratamento dos gases
produzidos durante a decomposi¢do dos corpos. Sendo assim, os cemitérios horizontais sdo os
mais preocupantes, sendo que os subprodutos danosos da decomposic¢ao cadavérica entram em
contato diretamente com o solo, podendo disseminar e contaminar os recursos hidricos,
prejudicando ndo apenas o meio ambiente, mas também a populacdo que vive no entorno dos

cemitérios (OLIVEIRA et al, 2012; FERRARI et al, 2015; NECKEL, 2017).

1.3. Necrochorume

Como amplamente discutido, o necrochorume ¢ a principal causa da contaminacao
ambiental proveniente de cemitérios, sendo que sua produgdo e liberagdo ocorrem a partir do
processo de putrefagdo cadavérica. O necrochorume apresenta coloracdo castanho-acinzentada,
¢ mais viscoso que a adgua e ¢ composto por 60% de agua, 30% de sais minerais e 10% de
substancias organicas (OLIVEIRA et al., 2012), conforme indicado na figura abaixo. Estima-
se que, para cada quilo de massa corporea, ocorra a liberagdo 0,6 L desse liquido. Existem
evidéncias que esse composto seja exsudado até 2,5 anos apos o sepultamento (SILVA e

MALAGUTTI, 2009; PACHECO, 2012).

30% sais 10% subs
minerais organicas

Cadaverina Putrescina

HoN~ N -NH; HN~ "\ NH,

Figura 2: Composi¢do do Necrochorume. Fonte: Adaptado de Bortolassi, 2012.
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Dentre as substancias organicas presentes no necrochorume, destacam-se as aminas
biogénicas cadaverina e putrescina (Figura 2), substancias estas responsaveis pelo odor fétido
caracteristico desse liquido. Essas aminas, produzidas pela descarboxilagao dos aminoacidos
lisina e arginina, respectivamente, apresentam baixo peso molecular, e sdo naturalmente
encontradas em todas as células vivas, em concentra¢cdes micromolares. Elas desempenham
importantes fungdes bioldgicas, como a interagdo com o DNA, que neutraliza a sua carga
negativa e permite uma maior condensacao dessa molécula, além de serem também importantes
durante os processos de divisdo e diferenciagdo celular (UNAL, PALAVAN-UNSAL e
TUFEKCI, 2008). Contudo, a cadaverina e a putrescina de origem exogenas sao potencialmente

toxicas.

Estudos realizados com as aminas cadaverina e putrescina revelaram que essas
induziram diminui¢do do indice mitdtico e o aparecimento de aberragdes cromossdmicas em
células do bioindicador Allium cepa (UNAL, PALAVAN-UNSAL e TUFEKCI, 2008) e efeitos
citotoxicos em culturas celulares de adenocarinoma humano (HT-29) (DEL RIO et al, 2019).
O aporte exdgeno dessas aminas biogénicas, conferido pelo consumo de alimentos
contaminados com essas substancias, (principalmente peixes e derivados de leite), em geral
ocorre em concentragdes superiores as encontradas, naturalmente, no organismo humano e esta
relacionado ao aumento do débito cardiaco, travamento e paralisia de extremidades,
vasodilatagdo, hipotensao e braquicardia (LADERO ef al 2010). Neste contexto, Del Rio et al.
(2019) alertam para a necessidade de uma revisao na legislagdo sobre as concentragdes limite
das aminas biogénicas em alimentos. Além disso, de acordo com Neckel et a/ (2017), a partir
da degradagido das aminas biogénicas cadaverina e putrescina sdo liberados NH4 (amonia),
NO> (nitrito) e NO3™ (nitrato), os quais, em altas concentragdes, induzem efeitos toxicos aos

seres humanos.

A liberacdo de necrochorume, que ocorre nos cemitérios, pode ser considerada uma
fonte de contaminagdo ambiental (PACHECO, 2012; SILVA E MALAGUTTI, 2009) por
agentes potencialmente citogenotdxicos, uma vez que esse liquido contém as aminas biogénicas
cadaverina e putrescina, que apresentam esse tipo de toxicidade (UNAL, PALAVAN-UNSAL
e TUFEKCI, 2008; DEL RIO et al, 2019). Como citado anteriormente, além dos compostos
derivados da decomposi¢ao do corpo sepultado, existe ainda outras substincias quimicas
potencialmente poluidoras, que sdo derivadas tanto de atividades cerimoniais do sepultamento
como de outros elementos envolvidos na decomposi¢do, como por exemplo os produtos

quimicos provenientes da embalsamagao do corpo (formol), dos tratamentos do doente, antes
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de sua morte (quimioterdpicos) e da carga microbioldgica proveniente do corpo em
decomposi¢do. Desta forma, todos esses contaminantes podem colocar em risco a saude
ambiental, da populacao do entorno dos cemitérios e dos trabalhadores envolvidos com os
sistemas funerarios (SILVA E MALAGUTTI, 2009; KEMERICH et al, 2012, ZYCHOWSKI,
J e BRYNDAL, 2015; NECKEL et al 2017).

1.4. Decomposi¢cao Cadavérica

A producdo do necrochorume ¢ decorrente de processos transformativos destrutivos,
que ocorrem durante a decomposi¢do cadavérica. O processo se inicia logo apds a morte do
individuo e ¢ dependente da agdo de bactérias, geralmente as que compdem a flora intestinal do
cadaver. Sabe-se que o tempo necessario para decomposi¢ao do corpo pode variar (PACHECO,
2012; NECKEL et al, 2017). A tabela 1 elenca os fatores capazes de afetar o processo de

decomposic¢ao cadavérica.

Condicoes Cadavéricas Condicoes Ambientais
Vestimenta Temperatura

Idade Umidade

Forma Composi¢ao do solo
Contetudo gastrointestinal PH do solo

Doengas/ estado patologico Fluxo de ar

Causa da morte Insetos, microrganismos

Tabela 1: Fatores que afetam a decomposi¢ao cadavérica. Fonte: Adaptado de IOAN et al, 2017

De maneira geral, o processo de decomposicdo cadavérica se inicia entre 48 ¢ 72 horas
apos a morte, dependendo das condi¢des cadavéricas e ambientais. Primeiramente, ocorre a
autdlise, que € o processo de autodestrui¢do enzimatica das células do corpo. Tal destrui¢ao
promove o extravasamento dos conteudos celulares (fase fresca); em seguida, ocorre a
decomposic¢ao do tecido mole (putrefagdo), gracas a acao das bactérias aerdbicas e anaerdbicas
liberadas. Apos a ruptura da membrana das células do intestino, ocorre a desintegragdo e
liquefacao dos tecidos moles (fase efisematosa); posteriormente ocorre a liberagdo de CO»
(entre outros gases) e de necrochorume ao meio, devido ao rompimento da pele (fase
coliquativa). Em regides do corpo com maior percentual de triglicerideos, ocorre formagao de

uma camada de acidos graxos insaturados, que sao convertidos em saturados por acdo de
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enzimas bacterianas, promovendo a cristalizacao e a solidificagdo do tecido. Com isso, o tecido fica
endurecido, mantendo a forma inicial do mesmo (fase de saponificacao) (FRANCA, 2017; IOAN
et al 2017; ANTONIO et al., 2017; DENT, FORBES e STUART, 2004; FIEDLER ¢ GRAW,
2003).

Posteriormente, por volta de 3 a 5 anos apos a morte, os 0ssos passam a desintegrar-se,
sem a liberag¢do de necrochorume (fase de esqueletizacdo) (FRANCA, 2017; ANTONIO et al.,
2017; DENT, FORBES e STUART, 2004). S6 apds a finalizagdo do processo de decomposicao,
¢ que pode ser realizada a exumacao ou o desenterramento de corpo sepultado (Resolugao-SS-
28/2013, item 13.1, do Centro de Vigilancia Sanitaria do Estado de Sao Paulo), que ¢ o
momento no qual os restos mortais sdo retirados da sepultura. Essa mesma Resolugdo citada
acima disciplina que o prazo minimo para a exumagao de corpos ¢ de 3 (trés) anos para adultos,
contados da data do 6bito, e de 2 (dois) anos para criancas de até seis anos. SO apds esse periodo,

a cova podera ser reutilizada para um novo sepultamento.

A umidade ¢ um dos fatores que afeta o processo de decomposi¢ao cadavérica, sendo
que, quando um cemitério € instalado em terrenos sujeitos a inundagdes por agua da chuva ou
por dgua subterranea, como ¢ o caso de cemitério objeto de estudo do presente trabalho, ocorre
um processo de preservacao dos corpos denominado de saponificagdo. Na saponificacao, os
corpos ficam envolvidos por uma espécie de cera de cor amarelo-esbranquigada, de aspecto
mole e gorduroso, que lembra sabdo, denominada de adipocere (WIDYA, 2012). A adipocera
¢ o produto de decomposi¢do constituido, predominantemente, de acidos graxos saturados,
resultante da hidrolise e hidrogenacdo de gorduras neutras do organismo (FORBES, STUART
e DENT, 2005). Quando os corpos sepultados sao mantidos sob umidade, eles podem alterar as
condi¢desambientais, além de propiciar a proliferacao de bactérias e virus, que contaminarao os
recursoshidricos (PACHECO, 2012; FRANCA, 2017). Além disso, a saponificagdo prejudica
a administragdo dos cemitérios, pois, como os corpos saponificados ndo progridem na
decomposicdo, eles ndo chegam a fase de esqueletizacdo, o que impede que reutilizagdo das
covas. A figura 3 ilustra dois casos de sepulturas em que ocorreria a prolonga¢ido do processo
de saponificacdo, devido as condi¢des de inundacdo e umidade das sepulturas, sendo que as
condigdes ambientais da ilustracdo se assemelham as condi¢des dos pontos 1 e 2, avaliados no

presente trabalho
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llustragao de sepulturas em condigoes de inundagao e
umidade.

Particularidades:

Corpos em estado de
saponificagdo permanente

Prejudicial a administragao
dos cemitérios

Liberagao de necrochorume
por tempo indeterminado

Condigdes ideais para a
proliferacao de
microorganismos

Figura 3: Sepulturas em condi¢des ambientais de inundacdo e umidade. Fonte: autoria propria

1.5. Legislacao Ambiental e a situaciao atual dos cemitérios no Brasil

No Brasil, a resolugilo CONAMA 368 (28 de marco de 2006), que dispde sobre a
necessidade de licenciamento ambiental para a instalacdo de cemitérios, determina que seja
respeitada uma distancia minima de 1,5 metros entre o nivel inferior das sepulturas e o nivel
mais elevado do lengol freatico, considerando as estagdes de cheias, ou que os sepultamentos
sejam feitos em nivel superior ao do terreno. No caso de cemitérios instalados em areas onde
existe manancial utilizado para abastecimento publico, prevé-se que a area de implantagdo do
cemitério deva estar a uma distancia segura de corpos d’agua superficiais e subterraneos, € que
tanto o interior do cemitério como as suas imediacdes disponham de sistema de drenagem
adequado. Além disso, ha uma recomendacdo para que se utilizem urnas biodegradaveis e que

ndo sejam utilizados plésticos, tintas, vernizes e outros materiais danosos ao meio ambiente.

A Resolugdo CONAMA n° 402, de 17 de novembro de 2008, revisa a legislacao anterior
(CONAMA 355/03), dispondo sobre a necessidade de que 6rgdos ambientais estaduais e
municipais apresentassem, até¢ 2010, critérios de adequagdo para os cemitérios irregulares e
apresentassem um “Plano de Encerramento de Atividades”, com o objetivo de elencar as
medidas de recuperacao do passivo ambiental deixado por esses empreendimentos (recuperagao

de area atingida). A legislagdo ainda dispde que os cemitérios construidos mais recentemente
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devem, além de atender ao disposto na legislagdo ambiental vigente, realizar Estudo de Impacto
Ambiental e Relatorio de Impacto Ambiental (EIA-RIMA) exigidos, para assegurar um menor

risco de contaminagao ambiental (KEMERICH et al, 2014).

De acordo com Silva e al. (2006), muitos cemitérios brasileiros se encontram emsituagdes
irregulares no Brasil, pois foram construidos sem planejamento ambiental e sem passar pelo
processo de licenciamento. Além disso, de acordo com Nascimento (2020), 15% a20% dos
cemitérios brasileiros estdo, comprovadamente, envolvidos com contaminagdo do subsolo e da
agua subterranea. Por essa razao, alguns autores apontam a necessidade de os cemitérios serem
amplamente avaliados, para que se possa diagnosticar, planejar e propor alternativas para o
enfrentamento dos impactos que esses ambientes promovem tanto ao ambiente edafico como
aquatico (aguas subterraneas e superficiais). Os autores destacam aindaa urgéncia de avaliagdes
que estimem os riscos & satde humana (JONKER, OLIVIER, 2012; AMUNO, 2013; PAIGA,
DELERUE-MATOS, 2016). A comunidade cientifica propde também a instauragado de politicas
publicas mais rigidas, para solucionar os sérios problemas ambientais ¢ de saude publica
envolvidos com as instalagdes e a operacao dos cemitérios (MARCOMINI e CASTRO, 2010;
NECKEL et al. 2017).

1.6. Avaliacdo de contaminacio ambiental de solos

A contaminag¢do de solos, por ndo ser facilmente visualizada, ¢ considerada como um
“perigo escondido” (RODRIGUEZ-EUGENIO, MCLAUHLIN e PENNOCK, 2018). Um dos
procedimentos mais utilizados para avaliar a toxicidade do solo ¢ por meio da anélise de extratos
solubilizados. A solubiliza¢do consiste em adicionar agua isenta de contaminantes emamostras
de solos, agitar, deixar decantar e filtrar essa mistura. O liquido obtido nesta filtragemé o extrato
solubilizado do solo amostrado. Este extrato, que contém as substiancias hidrossoluveis
presentes no solo amostrado, ¢ entdo utilizado em bioensaios para avaliar a toxicidade dos solos

coletadas (ABNT NBR 10.006, 2004; SISINNO, 2003).

A avaliagdo de contaminantes edaficos pode ser feita por meio de andlise quimica de
amostras de solos e por meio de bioensaios realizados com essas amostras. As analises quimicas
sdo importantes métodos de avaliacdo qualitativa e quantitativa dos compostos presentes em
uma amostra. J& os bioensaios permitem avaliar os impactos que os contaminantes presentes
em uma amostra podem promover no meio bioldgico, permitindo assim avaliar os efeitos dos
compostos sobre a biota e sobre a satide humana. Por essa razao, os bioensaios vem ganhando

cada vez mais espaco nas avaliacdes de contaminagdo e caracterizagdo de impactos de areas
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contaminadas (BANKS e SCHULTZ, 2005; LEITGIB, KALMAN e GRUIZ, 2007). Gémez-

Sagasti e/ al (2016) afirmam que os bioensaios realizados com modelos vegetais oferecem
resultados mais completos sobre o comprometimento ambiental do que as andlises fisico-
quimicas, pois estas ultimas apenas certificam a presen¢a do contaminante em uma dada

amostra ambiental e ndo os seus possiveis efeitos sobre a biota.

Os bioensaios sdo realizados com bioindicadores de diversas categorias taxondmicas,
que vao desde microrganismos até linhagens celulares de diferentes organismos e 6rgados, que
possam ser alvo da agdo de um agente quimico. A utilizagdao de bioensaios vem sendo cada vez
mais incentivada por permitir a deteccdo de niveis de contaminagdo mais baixos dos que aqueles
que seriam detectdveis em andlises fisico-quimicas (BANKS e SCHULTZ, 2005). Esses
ensaios, por considerarem as interagdes entre os contaminantes, a matriz ambiental e a biota
(LEITGIB, KALMAN e GRUIZ, 2007), sdo capazes de avaliar as consequéncias da exposi¢io
de organismos vivos as amostras complexas. Os bioensaios permitem, ainda, estimar como a
combinagdo de poluentes presentes no ambiente pode afetar os organismos vivos (IQBAL, et

al, 2019).

1.6.1. Uso de bioindicadores vegetais

Os bioindicadores sdao definidos como espécies que refletem as condi¢des da qualidade
do habitat a que estdo expostos (STORK e SAMWAYS, 1995). Leitgib, Kalman e Gruiz (2007)
afirmam que a escolha dos bioindicadores a serem usados em avaliagdes da toxicidade de solo
deve priorizar espécies que representem esse ecossistema. Nesse sentido, os bioindicadores
vegetais sdo particularmente indicados, para se avaliar a toxicidade de contaminantes presentes
nesta matriz ambiental, pois sdo sistemas bioldgicos altamente relacionados a esses ambientes
(BANKS e SCHULTZ, 2005). Esses bioindicadores, além de serem eficientes para avaliar a
fitotoxicidade de uma amostra ambiental, também permitem estimar os efeitos citogenotoxicos
e mutagénicos provocados pela exposi¢do a um contaminante ambiental. Neste contexto, os
bioindicadores vegetais, especificamente plantas vasculares, sdo considerados excelentes
modelos para serem usados em monitoramento da contaminagdo ambiental (GRANT, 1994;

LEME e MARIN-MORALES, 2009; IQBAL ef al, 2019).

A utilizagdo de plantas vasculares em ensaios toxicoldgicos apresenta diversas
vantagens, entre elas: ser um método simples, rapido e facilmente reprodutivel; de baixo custo;
alta viabilidade das sementes; e baixa quantidade de amostra necessaria (LEME ¢ MARIN-

MORALES, 2009; IQBAL et al, 2019;). Dentre os organismos vegetais usados como
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bioindicadores de poluicdo ambiental, se destacam a espécie Lactuca sativa, que € altamente
utilizada em avaliagdes do potencial fitotoxico de ambientes contaminados, e a espécie Allium
cepa, que responde com muita eficiéncia aos efeitos citogenotdxicos e mutagénicos de

compostos quimicos e de amostras ambientais.
1.6.2. Lactuca sativa

O uso da espécie L. sativa para a avaliacdo de fitotoxicidade ¢ recomendada por diversas
agéncias internacionais reconhecidas de meio ambiente, como a Agéncia de Protecdo
Ambiental do Estados Unidos (US EPA, 1994) e a Organizacdo para Cooperacao e
Desenvolvimento (OECD, 2003). Esse bioindicador ¢ utilizado mundialmente, devido a sua

sensibilidade aos compostos quimicos toxicos.

Rede et al., (2016) utilizaram o teste de fitotoxicidade com L. sativa para avaliar a
eficiéncia de processos de biorremediagdo, Bancks e Schultz (2005) chamam a ateng¢do para a
eficacia desse modelo vegetal em avaliagdes de amostras ambientais contendo contaminantes
complexos, formados pela mistura de diversas substancias, a exemplo do petrdleo. Esse teste
vem sendo descrito por alguns autores como um modelo eficiente, sensivel, barato, rapido e de
facil reproducdao (PALMIERI et al., 2014 e CHAN-KEB et al., 2018). Além disso, Valerio,
Garcia e Peinado (2007) afirmaram que o teste permite identificar diferentes niveis de
fitoxicidade de amostras, sendo importante ferramenta a ser aplicada para caracterizar areas

com alta contaminacao.

Nos bioensaios com L. sativa sao avaliados os efeitos de um dado agente tanto sobre a
germinagdo das suas sementes como sobre o desenvolvimento das radiculas e hipocoétilos. A
fitotoxicidade de uma amostra ¢ medida pela sua capacidade de inibir a germinagdo de sementes
e o comprimento das radiculas e hipocétilos (SOBRERO e RONCO, 2008). A inibi¢ao da
germinagdo se caracteriza como uma avaliacdo inicial dos efeitos toéxicos agudos, provocados
por uma determinada substancia. Estudos realizados por Maila e Cloete (2002) mostraram que
alguns contaminantes metalicos, presentes em amostras de solo, foram capazes de inibir as taxas
de germinacdo de L. sativa, resultados esses que podem ser considerados como indicadores da

fitotoxicidade desses agentes quimicos.

Esse bioindicador ainda permite inferir se um agente apresenta fitotoxicidade, mesmo
quando nao houve interferéncia significativa nos seus parametros de germinagdo. Uma outra
abordagem que pode ser feita para avaliar a fitoxicidade, pelo sistema teste L. sativa, ¢ por meio

de ensaios de elongamento das radiculas e dos hipocoétilos das sementes germinadas. Young et
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al (2012) verificaram diferencas significativas entre o elongamento das radiculas de L. sativa

expostas a efluentes de biorreatores anaerdbicos e as expostas em solo ndo contaminado.

Os desenvolvimentos do hipocétilo e da radicula sdo fundamentais para a sobrevivéncia
de uma planta, uma vez que estao relacionados com a capacidade do vegetal se estabelecer e de
desenvolver no ambiente. Assim, alteracdes nestes parametros podem ser indicativos da
presenca de compostos que perturbam o desenvolvimento da planta, considerados, entdo, com
agentes fitotoxicos (SOBRERO e RONCO, 2008). Esses parametros também podem estar
associados com a inibi¢do ou diminui¢do da divisdo celular, portanto podem também indicar a

potencialidade citotdxica do agente indutos (MARCANO et al, 2004; IQBAL, et al, 2019).

1.6.3. Allium cepa

A espécie A. cepa ¢ comumente usada para avaliar a citogenotoxicidade e a
mutagenicidade de compostos quimicos puros ou em misturas, bem como de amostras
ambientais complexas, por isso muito utilizada para avaliar solos contaminados. Esse
bioindicador estd entre os indicados por agéncias governamentais internacionais, como EOCD
e USEPA, para ser usado em avaliagdes do potencial citotoxico, genotdxico e mutagénico de
contaminantes ambientais. De acordo com Leme e Marin-Morales, (2009), essa espécie
apresenta vantagens para ser usada em avaliagdes citogenotdxicas e mutagénicas, devido as
suas caracteristicas cromossdmicas, como tamanho grande e namero reduzido (2n = 16), o que
facilita a visualiza¢do de danos cromossomicos e alteragdes no ciclo mitético induzidos pela
substancia ou amostras em estudo. As autoras ainda citam que essa espécie apresenta vantagens
adicionais para serem usadas em avaliacdes de citogenotoxicidade e mutagenicidade por
caracterizarem ensaios de facil desenvolvimento, baixo custo e altamente reprodutiveis. Além
disso, esse vegetal possui grande sensibilidade a substancias quimicas (WHITE e CLAXTON,
2004 e LEME e MARIN MORALES, 2009).

Cotelle, Masfaraud e Férard (1999) utilizaram a espécie 4. cepa para avaliar a
genotoxicidade de solos contaminados por residuos de atividades industrial e de produgdo de
combustivel. Com esse estudo, os autores confirmaram a eficiéncia desse bioindicador para ser
usado em biomonitoramento ambiental. De Souza, Da Costa e Vargas (2013) também atestaram
a efetividade do teste de 4. cepa para avaliar o potencial genotoxico de substratos contaminados

por metais.
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Os agentes citogenotoxicos sdo enquadrados como uma classe preocupante de poluentes,
por colocarem em risco, nao so a saude dos organismos expostos, mas também a saude de seus
descendentes, ja que as alteragdes no DNA podem ser transmitidas através das geragdes
(RIBEIRO, SALVADORE e MASQUES 2003). Rank e Nilsen (1997) afirmam que compostos
que induzem danos ao DNA de uma espécie tem possibilidade de reagir, igualmente, com o

DNA de outros organismos.

De acordo com Leme e Marin Morales (2009), os resultados obtidos com A. cepa
apresentam boa correlacao com testes realizados com outros organismos, como, por exemplo,
os de mamiferos. Um exemplo disso ¢ que ha uma correlagdo de 82% entre o teste de A. cepa
e o teste de carcinogénese em ratos, dados estes que atestam a efetividade dos ensaios realizados
com esse modelo vegetal (RANK e NIELSEN, 1997). Fiskesjo (1985) afirma que as respostas
obtidas nos testes de 4. cepa foram semelhantes aos obtidos com linfocitos humanos, podendo,
assim, ser considerado um teste que pode indicar se o agente estudado oferece riscos ao

ambiente e a saude humana.

O necrochorume liberado da decomposicdo cadavérica ¢ uma fonte abundante e
continua de contaminagdo ambiental. Essa informacao ja indica uma necessidade de se avaliar,
mais detalhadamente, os impactos que as atividades cemiteriais podem promover tanto ao
ambiente como a saude humana. Para se estimar os riscos ocupacionais relacionados a essas
atividades, bem como os possiveis impactos a saide humana, devem ser, primeiramente,
realizados bioensaios com amostras de solos coletadas nesses ambientes. A necessidade dessa
avaliacdo se da pelo fato de que muitas doengas, como o cancer, doencas degenerativas
(Alzahimer e Parkson), cardiovasculares e inflamatorias, além de infertilidade e sindromes
metabolicas, podem estar associadas a agdo de substincias com potencial genotdxico
(TURKEZ, et al., 2017), que induzem danos nao reparaveis no DNA (JACKSON E BARTEK,
2009).

O cemitério municipal S3o Jodao Batista da cidade de Leme-SP (22°19°22’S (Lat.) e
47°40°93’W (Long.) esta instalado em uma area de 67.706,86 m?, onde boa parte das suas
sepulturas estdo continuamente inundadas por dguas freaticas. A inundacdo das covas atinge,
em média, 5 cm de altura do corpo sepultado, nivel este que pode ser ainda aumentado nos
periodos de chuva. Toda essa area inundada apresenta problemas, quanto ao tempo de
degradacdo dos corpos, pois 0s mesmos permanecem, indefinidamente, em um estagio de

decomposi¢do denominado de saponificacdo. Essa caracteristica local, além de afetar a biota
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do solo, afeta também os procedimentos de exumagado dos corpos, fato que pode ser altamente
prejudicial para a saude dos trabalhadores envolvidos com essa pratica.

O presente trabalho avaliou a fitotoxicidade, citogenotoxicidade e o potencial
mutagénico de solubilizados de amostras de solo coletadas no cemitério municipal Sao Jodao
Batista da cidade de Leme-SP por meio de ensaios realizados com os bioindicadores
vegetais L.sativa e A.cepa. Para este estudo de caso foram avaliados solos de trés ambientes
distintos: (1). solo de um local onde a sepultura fica, continuamente inundada por 4guas do
lengol freatico. Neste caso, a 4gua fica em contato direto com o corpo saponificado; (2).
solo de sepultura que também contém agua, mas esta ndo estd em contatodireto com o
cadaver, mas a unidade do local também mantém o corpo sepultado em estado de
saponificagdo. Nestes dois casos citados, os corpos estavam sepultados ha,
aproximadamente, doze anos. Para efeito de comparagao, também foi coletado (3). solo de
uma sepultura situada em uma regido sem inundacao ou umidade excessiva. A coleta foi

realizada a 30 cm de profundidade, aproximadamente, dez dias apds o sepultamento.

2. OBJETIVOS:

Neste trabalho foram avaliados a fitotoxicidade, a citogenotoxicidade e o potencial
mutagénico de amostras de solos coletados em trés sepulturas do cemitério municipal Sdo Jodo
Batista (Leme-SP), por meio de ensaios realizados com A.cepa e L.sativa. Foram avaliadas trés
diferentes condi¢des de sepultamento deste cemitério: sepultura com toda a area da cova
inundada (4gua em contato com o corpo saponificado); sepultura que contém agua, mas esta
ndo esta em contato com o cadaver, porém mantém a umidade da area suficiente para conservar
o corpo no estado de saponificagdo (em ambas as sepulturas citadas, o sepultamento ocorreu
cerca de 12 anos antes da coleta); e sepultura instalada em area ndo inundada, cuja coleta foi
realizada, aproximadamente, dez dias apos o sepultamento, a uma profundidade de cerca de 30

cm.

2.1. Objetivos especificos:
e Realizar coletas de solo em trés tipos de sepulturas:

- Duas sepulturas que contém cadaveres saponificados: a que contém a dgua imersa
junto ao corpo; € a que contém agua, mas sem estar em contato com o corpo sepultado;
- Uma sepultura que recebeu recentemente um cadaver e cujo terreno nao se encontra

encharcado. A coleta foi realizada a 30 cm de profundidade;
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e Avaliar o potencial fitotoxico de amostras de solubilizado dos solos coletados nas
sepulturas, por meio do teste de germinacao e de elongamento da raiz e do hipocétilo,
realizados com o bioindicador L. sativa;

e Avaliar o potencial citotéxico de amostras de solubilizado de solos coletados nas
sepulturas descritas acima, por meio do teste de Indices Mitético com A. cepa;

e Avaliar os potenciais genotoxicos e mutagénicos de amostras de solubilizado de solos
coletadas nas sepulturas descritas acima, por meio dos testes de Aberracdes

Cromossomicas e do Micronticleo em células meristematicas de 4. cepa;

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Material
3.1.1. Amostra testada

Para a realizacao deste estudo, foram coletadas amostras de solo do cemitério Sao Joao
Batista, no municipio de Leme-SP. As coletas de solos foram realizadas em dezembro de 2018.
O ponto 1 (P1) refere-se a solo de uma sepultura que contém agua em contato com o corpo
saponificado; o ponto 2 (P2) ¢ referente ao solo de uma sepultura imida, no qual ndo ha agua
em contato direto com o corpo, mas ha umidade suficiente para a manutengao do processo de
saponificagdo; e o ponto 3 (P3) ¢ relativo a uma sepultura de, aproximadamente, dez dias de

sepultamento, cuja profundidade de coleta do solo foi de 30 cm (Figura 4).

Figura 4: A. Ponto 1, sepultura permanentemente inundada (corpo
saponificado); B. Ponto 2, sepultura umida (corpo saponificado); C. Ponto 3,
sepultura de aproximadamente 10 dias de sepultamento.
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A metodologia de coleta seguiu o protocolo estabelecido pela ABNT NBR 10007/2004.
Os solubilizados foram utilizados nos bioensaios de fitotoxicidade, citotoxicidade,
genotoxicidade e potencial mutagénico, realizados com os bioindicadores Lactuca sativa e

Allium cepa.

3.1.2. Material biolégico

Para a realizacdo dos bioensaios, foram utilizadas sementes de Lactuca sativa
(variedade Gran rapids) e de Allium cepa (variedade baia periforme), organismos testes
rotineiramente usados no laboratério de Mutagénese Ambiental (LMA) do Instituto de

Biociéncias da UNESP de Rio Claro.

3.2. Métodos
3.2.1. Obtencao dos extratos solubilizados

Para o preparo do solubilizado das amostras de solo, primeiramente foi necessario obter o
peso seco dos solos. Foram pesadas, em cépsulas de porcelana, 10 g de amostras frescas de cada
solo coletado. Posteriormente, as amostras foram colocadas em estufa (105 °C), por 24 horas,

e pesadas novamente. Esse processo foi repetido, até ndo haver mais varia¢ao de peso.

Os solubilizados das amostras foram preparados dissolvendo, em um frasco de 1.500
mL, 250 g de solo (considerando o peso seco do solo referéncia) em 1000 mL de agua ultrapura.
As solugdes foram agitadas, continuamente, em baixa velocidade, por 5 minutos. Apds 7 dias
de descanso (temperatura de 25 °C), as solucdes foram filtradas (membrana de 0,45 pm) e os
solubilizados utilizados nos bioensaios. Para cada amostra de solo foi preparado um

solubilizado. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

3.2.2. Teste de fitotoxicidade com Lactuca. sativa

A fitotoxicidade dos solubilizados dos solos coletados no cemitério Sao Jodo Batista foi
avaliada por meio dos testes de germinacao e de elongamento de raizes/hipocotilos, realizados
com o bioindicador L. sativa, conforme descrito por Sobero e Ronco (2004). 20 sementes de L.
sativa foram dispostas em placa de Petri forradas com papel de filtro. As placas foram
umedecidas com 4 mL dos solubilizados previamente preparados. O controle negativo (CN) foi
realizado com agua deionizada e o controle positivo (CP) com a solu¢do de ZnSOs a0,05M
(SOBRERO e RONCO, 2004). Todos os ensaios foram realizados em triplicata. As placas de
Petri com as sementes foram incubadas em BOD, sem fotoperiodo, a 22 °C, por 120 horas. Apos

o periodo de incubacdo, foram contabilizadas as sementes germinadas. Em seguida,as placas
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contendo as plantulas foram congeladas, para facilitar a mensuragdo dos comprimentos das

raizes e dos hipocotilos. Todas as medidas foram tomadas com o auxilio deum paquimetro
digital. Posteriormente, as médias dos resultados das mensuracdes de cada placa/tratamento e
do CP foram comparadas com as do CN. A figura 5 traz um fluxograma quedemonstra esse

Processo.

Condic¢des de Germinagao:
TRATAMENTOS

. Controle negativo (CN) = 4gua destilada
‘f& .‘ 5 = Controle Positivo (CP) = ZnS04
20

Ponto 1 (P1) = solubilizado do Ponto 1

4 mL de 120 Sem Ponto 2 (P2) = solubilizado do Ponto 2
L. sativa sementes/placa amostra horas fotoperiodo 22°C  Ponto 3(P3) = solubilizado do Ponto 3
LEGENDA

k. semente germinada

Semente ndo germinada

e Registros de sinais de

flto?oxmdade Calculo da porcentagem de
* Regns’:ro de sementes % inibicao de crescimento e
germinadas

o ~ germinagao
¢ Medigdo da elongacao da
radicula e do hipocétilo

_ G

*experimento realizado em triplicata*
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cotiledones

[

Imagem 5: Fluxograma do Bioensaio de fitotoxicidade com Lactuca.sativa.
Fonte: Adaptado de Sobero e Ronco (2004)
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3.3.2. Teste de citogenotoxidade e mutagenicidade com Allium cepa

A citogenotoxidade e mutagenicidade das amostras dos solos coletados foram avaliadas
pelo ensaio de A. cepa, seguindo as descricdes de Grant (1982), com algumas modifica¢des,
como segue: Cem sementes de A. cepa foram dispostas em placas de Petri forradas com papel
de filtro umedecido com 5SmL dos solubilizados das amostras de solo de P1, P2 ¢ P3. O CN foi
realizado com agua deionizada e o CP com solucdo aquosa do herbicida trifuralina (droga de
acao aneugénica), na concentragao de 0,84ppm de principio ativo (FERNANDES; MAZZEO;
MARIN-MORALES, 2007, 2009) e com Metil metanosulfonato (MMS) (droga de acdo
clastogénica), na concentracdo de 4.10-*™ (BERANEK, 1990). As placas foram dispostasem
BOD, com fotoperiodo de 12 horas, por 5 dias (aproximadamente 120 horas), ou até que as
raizes germinadas atingissem cerca de 2 cm de comprimento. A coleta foi realizada proxima as
12:00 horas, por ser o momento em que as cé¢lulas meristematicas apresentam-se com maior

indice de divisao. Na sequéncia, foi realizada a contagem do nimero de sementes germinadas.



29
As radiculas foram coletadas e fixadas em Carnoy (4lcool: acido acético, na propor¢ao 3:1 —

v:v) e armazenadas a 4 °C, at¢é o momento da confec¢do das ldminas. Todos os ensaios com

esse organismo testem foram realizados em triplicata.

Para a confec¢do das laminas, as radiculas passaram por trés banhos de 5 minutos cada
em agua deionizada. Na sequéncia, as radiculas foram hidrolisadas em HC1 1N a 60 °C,por 10
minutos, seguido de trés novos banhos de 5 minutos cada em agua. Na sequéncia, as sementes
foram transferidas para vidros ambar contendo reativo de Shiff e colocadas em ambiente escuro,
por 2 horas. Apos esse periodo, foram feitos mais trés banhos em agua de osmose, para retirada

do excesso do reativo de Schiff.

Para a confec¢do das laminas, as regides meristematicas das radiculas foram
seccionadas e dispostas em laminas contendo uma gota de carmim acético (2%). Esse corante
foi utilizado para contra corar o citoplasma e melhorar a visualizagdo dos limites celulares. O
material foi recoberto com laminula e suavemente esmagado, para garantir o perfeito
espalhamento das células. As laminulas foram extraidas em nitrogénio liquido (LN2) e as
laminas deixadas a temperatura ambiente, por ~48 horas, para secagem. Em seguida, foi
adicionado uma gota de resina sintética sobre o material bioldgico das laminas e este foi,
imediatamente, recoberto com uma nova laminula. Apds a secagem da resina, as laminas foram

analisadas em microscopia de luz (Figura 6 - fluxograma das etapas do ensaio com A4. cepa).
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Condigoes de Germinagao: TRATAMENTOS:
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Figura 6: Fluxograma dos bioensaios de fitotoxicidade, citogenotoxicidade e mutagenicidade com
A.cepa
Fonte: Autoria propria

3.3.3. Analises estatisticas dos resultados

Para avaliar o nivel de significancia dos resultados, os dados obtidos nos ensaios de L. sativa e
A. cepa foram submetidos a analise estatistica utilizando o software GraphPad Prism 8. Os dados de
ambas, L. sativa ¢ A. cepa, foram analisadas pelo teste de normalidade Shapiro-Wilk e pelo teste de
homogeneidade de Brown—Forsythe, por se assemelhar ao teste de homogeneidade de varidncia de
Levene (WANG et al., 2017), seguido do teste paramétrico ANOVA ou ndo paramétrico Kruskal
Wallis. Todas as anélises foram realizadas para comparagdo dos resultados com os do CN, com 95%

de nivel de confianca.

4. RESULTADOS

O bioindicador L. sativa foi utilizado para avaliar a acdo fitotoxica dos solubilizados
testados. Pelo ensaio de germinagao realizado com L. sativa, nao foram registradas diferengas
estatisticamente significativas, entre os tratamentos com os solubilizados dos solos coletados

nos pontos 1, 2 e 3 e o controle negativo (CN), conforme pode ser visto na tabela 2.
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Tabela 2: Porcentagem de germinacdo das sementes de Lactuca sativa expostas aos

solubilizados dos solos coletados nos pontos 1, 2 e 3 e aos controles negativo e positivo.

% de Germinacao
Tratamento Triplicata Triplicata Triplicata 3

1 2
CN 80 95 75
Cp 80 95 75
Ponto 1 95 90 85
Ponto 2 75 90 85
Ponto 3 80 65 70

CN: controle negativo (agua deionizada); CP: controle positivo — CP (ZnSOs - Sulfato de Zinco); Ponto
1: solubilizado de solo do ponto 1, no qual a sepultura permanece constantemente inundada; Ponto 2:
exposicdo das sementes em solubilizado de solo do ponto 2, no qual a sepultura permanece em estado
de alta umidade; Ponto 3: exposi¢do das sementes em solubilizado do ponto 3, no qual havia ocorrido
um sepultamento 10 dias antes da coleta.

Em relagdo aos indices de elongagdo de hipocétilo de L. sativa, também nao foram
verificadas diferencgas significativas entre o0 CN e os extratos solubilizados dos pontos 1, 2 e 3,

conforme indicado na tabela 3.

Por fim, em relacdo aos indices de elongagdo da radicula de L. sativa, as sementes
expostas ao solubilizado do Ponto 2 (sepultura permanece em condicdes de alta umidade e o
corpo encontra-se saponificado) exibiram resultados que diferiram significativamente dos
observados no CN. Com relacdo aos Pontos 1 e 3, ndo foram observadas diferencas

significativas, conforme pode ser observado na tabela 3 e no grafico 1.

Tabela 3: Elongamento de raizes de L. sativa, apds exposicao aos solubilizados de solo

coletado nos pontos 1, 2 e 3, aos controles negativo e positivo.

Tratamento Hipocotilo (mm) Radicula (mm)
CN 14,8 £ 9,6 13,4+ 12,9
Cp 1,1+0,2* 0,0*
Ponto 1 13,5+11,2 15,5+ 12,8
Ponto 2 21,0+11,3 23,0 £ 14,0 *
Ponto 3 16,3 +£ 10,74 19,3+ 15,9 *:

resultados estatisticamente significantes (p < 0,05); CN: controle negativo (4gua
deionizada) ; CP: controle positivo (ZnSOs - Sulfato de Zinco); Ponto 1: solubilizado

desolo do ponto 1, no qual a sepultura permanece constantemente inundada; Ponto 2:
exposicdo das sementes em solubilizado de solo do ponto 2, no qual a sepultura
permanece em estado de alta umidade; Ponto 3: exposigdo das sementes em
solubilizado do ponto 3, no qual havia ocorrido um sepultamento 10 dias antes da
coleta.



Grafico 1: Elongamento das radiculas apds exposi¢do aos solubilizados de solo
coletado nos pontos 1, 2 e 3, aos controles negativo e positivo.

Elongamento das Radiculas

304

204

mm

CN CP P1 P2 P3

Tratamentos

*: resultados estatisticamente significantes (p < 0,05); CN: controle negativo (agua
deionizada); CP: controle positivo — CP (ZnSO4 - Sulfato de Zinco); Ponto 1:
solubilizado de solo do ponto 1, no qual a sepultura permanece constantemente
inundada; Ponto 2: exposi¢cdo das sementes em solubilizado de solo do ponto 2, no
qual a sepultura permanece em estado de alta umidade; Ponto 3: exposigdo das
sementes em solubilizado do ponto 3, no qual havia ocorrido um sepultamento 10
dias antes da coleta
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A figura 7 ilustra o aspecto de desenvolvimento das raizes expostas aos solubilizados
dos pontos 1,2 e 3 e aos controles positivo e negativo.

Figura 9: Aspecto do desenvolvimento das raizes, teste de elongamento. CN. Controle
negativo (exposi¢do das sementes em dgua deionizada); CP. Controle positivo
(exposicdo das sementes em ZnSO4); P1: Ponto 1 (exposicdo das sementes em
solubilizado de solo do ponto 1, no qual a sepultura permanece constantemente
inundada); P2. Ponto 2 (exposicao das sementes em solubilizado de solo do ponto 2, no
qual a sepultura permanece em estado de alta umidade); P3. Ponto 3 (exposi¢do das
sementes em solubilizado do ponto 3, no qual havia ocorrido um sepultamento 10 dias
antes da coleta).

A porcentagem de germinagdo também foi avaliada pelo ensaio de A. cepa, sendo que
neste ensaio também nao foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos com
os extratos de solubilizados de solo dos pontos 1, 2 € 3 e 0 CN. As porcentagens de germinacao

dos ensaios com A. cepa estao registradas na tabela 4.

Tabela 4: Porcentagem de germinacdo das sementes de A. cepa expostas aos

solubilizados de solo coletado nos pontos 1, 2 e 3, aos controles negativo € positivos.

% de Germinacio
Tratamento  Triplicata Triplicata Triplicata 3

1 2
CN 34 48 50
TRIF 9 33 8
MMS 43 43 35

Ponto 1 52 43 55
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Ponto 2 58 56 54
Ponto 3 45 45 32

CN: controle negativo (agua deionizada); TRIF: controle positivo 1 (solugdo aquosa
trifuralina); MMS: controle positivo 2 (solugdo aquosa de Metil metanosulfonato); Ponto
1: solubilizado de solo do ponto 1, no qual a sepultura permanece constantemente
inundada; Ponto 2: exposicdo das sementes em solubilizado de solo do ponto 2, no qual
a sepultura permanece em estado de alta umidade; Ponto 3: exposi¢ao das sementes em
solubilizado do ponto 3, no qual havia ocorrido um sepultamento 10 dias antes da coleta.

4.2. Bioensaio de citogenotoxicidade e mutagenicidade

Os bioensaios realizados para estimar aos efeitos citogenotdxicos e mutagénicos das
amostras de solos coletadas no cemitério Sao Joao Batista (Leme-SP) foram desenvolvidos com
o bioindicador A. cepa. Para este estudo, foram avaliadas alteragdes celulares como
micronucleos, aderéncias, quebras, pontes e perdas cromossdmicas, brotos nucleares, C-

metafases e células poliploides.

Foram quantificados os indices de citotoxicidade (indice mitético), de genotoxicidade,
de mutagenicidade e de morte celular para cada um dos tratamentos e os resultados foram
comparados aos indices observados no controle negativo. Conforme indicado na tabela 5 e
grafico 2, houve reducao significativa dos indices mitéticos das células expostas aos

solubilizados dos P1, P2 ¢ P3 com relagao ao CN.

Pelos ensaios de aberragdes cromossomicas realizados com o bioindicador 4. cepa, foi
possivel observar que nenhum dos pontos analisados apresentou indice de genotoxicidade
significativamente diferente do controle negativo, e que em nenhum dos tratamentos foi
observado indicios de morte celular. Contudo, por esse mesmo ensaio, foi possivel observar
que a amostra coletada no ponto 1 induziu uma formacao significativamente maior de células
micronucleadas, em relacdo ao controle negativo, alteracdo essa que comprova o potencial
mutagénico da amostra (Tabela 5, grafico 3).

Tabela 5: Resultados dos ensaios de citotoxicidade, mutagenicidade, genotoxicidade morte celular,

realizadas com o bioindicador A. cepa, expostos solubilizados dos pontos 1, 2 e 3, aos controles
positivos e ao controle negativo.

Tratamento  Indice Mitético Indice de Indice de Indice de
(citotoxicidade) = Mutagenicidade  Genotoxicidade Morte
Celular
CN 71,56 + 6,33 0,00+ 0,00 0,08 £0,13 0,00 + 0,00
MMS 61,68 + 8,94 3,22 +2,63% 0,41 £0,44 0,00 + 0,00
TRIF 60,55 + 6,47* 0,11 +£0,19 2,64 +£0,80* 0,00 + 0,00

P1 49,93 + 6,86* 0,18 +0,18* 0,24 + 0,31 0,00 £ 0,00




35

P2 60,85+ 12,13* 0,11 +0,15 0,13+0,16 0,00 = 0,00
P3 60,48 + 5,86* 0,06 £0,31 0,06 £ 0,12 0,00 = 0,00

*: resultados estatisticamente significantes (p < 0,05); CN: controle negativo (agua deionizada); TRIF:
controle positivo 1 (solucdo aquosa trifuralina); MMS: controle positivo 2 (solucdo aquosa de Metil
metanosulfonato); Ponto 1: solubilizado de solo do ponto 1, no qual a sepultura permanece
constantemente inundada; Ponto 2: exposi¢do das sementes em solubilizado de solo do ponto 2, no qual
a sepultura permanece em estado de alta umidade; Ponto 3: exposi¢ao das sementes em solubilizado do
ponto 3, no qual havia ocorrido um sepultamento 10 dias antes da coleta.

Grifico 2: Indices mitdticos observados nos ensaios realizados com o bioindicador A. cepa,

apos exposi¢do das células aos solubilizados de solo coletado nos pontos 1, 2 ¢ 3, aos controles negativo
€ positivo.
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Tratamentos

*: resultados estatisticamente significantes (p < 0,05); CN: controle negativo (4gua deionizada); TRIF: controle
positivo 1 (solugdo aquosa trifuralina); MMS: controle positivo 2 (solucdo aquosa de Metil metanosulfonato);
Ponto 1: solubilizado de solo do ponto 1, no qual a sepultura permanece constantemente inundada; Ponto 2:
exposi¢do das sementes em solubilizado de solo do ponto 2, no qual a sepultura permanece em estado de alta
umidade; Ponto 3: exposi¢cdo das sementes em solubilizado do ponto 3, no qual havia ocorrido um sepultamento
10 dias antes da coleta.

Grifico 3: Indices de mutagenicidade observados nos ensaios realizados com o bioindicador
A. cepa, apds exposigao das células aos solubilizados de solo coletado nos pontos 1, 2 e 3, aos controles
negativo e positivo.
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*: resultados estatisticamente significantes (p < 0,05); CN: controle negativo (agua deionizada); TRIF:
controle positivo 1 (solugdo aquosa trifuralina); MMS: controle positivo 2 (solugdo aquosa de Metil
metanosulfonato); Ponto 1: solubilizado de solo do ponto 1, no qual a sepultura permanece
constantemente inundada; Ponto 2: exposi¢do das sementes em solubilizado de solo do ponto 2, no qual
a sepultura permanece em estado de alta umidade; Ponto 3: exposi¢do das sementes em solubilizado do
ponto 3, no qual havia ocorrido um sepultamento 10 dias antes da coleta.

Grafico 4: Numero de aberragdes cromossomicas ¢ nucleares observadas nos ensaios
realizados com o bioindicador 4. cepa, apo6s exposic¢do das células aos solubilizados de solo coletado
nos pontos 1, 2 e 3, aos controles negativo e positivo.
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*: resultados estatisticamente significantes (p < 0,05), em azul: indice de genotoxicidade significativo e
em vermelho: potencial mutagénico significativo; CN: controle negativo (4gua deionizada); TRIF:
controle positivo 1 (solugdo aquosa trifuralina); MMS: controle positivo 2 (solugdo aquosa de Metil
metanosulfonato); Ponto 1: solubilizado de solo do ponto 1, no qual a sepultura permanece
constantemente inundada; Ponto 2: exposi¢do das sementes em solubilizado de solo do ponto 2, no qual
a sepultura permanece em estado de alta umidade; Ponto 3: exposi¢do das sementes em solubilizado do
ponto 3, no qual havia ocorrido um sepultamento 10 dias antes da coleta

As aberragdes cromossdmicas observadas durante a contagem das laminas encontram-

se registradas da Figura 8.



Figura 8: A — Intérfase normal; B — Profase normal; C — Metafase normal; D — Anafase normal; E —
Teloéfase normal; F — Profase com micronucleo; G — Intérfase com broto nuclear; H- Anafase com ponte
cromossOmica; I — Telofase com pontes cromossdmicas; J — Teléfase com quebra cromossomica; K —
Metafase com perda cromossomica; L — Telofase com perda cromossémica; M — Metafase poliploide;
N — Metafase poliploide com aderéncia cromossomica; O — Célula binucleada.

5. DISCUSSAO

Os cemitérios sdo ambientes que apresentam um alto potencial poluidor, pois sao
impactados por de diferentes fontes de contaminacao. Entre as fontes de contaminacao desses
ambientes, destaca o liquido derivado da decomposi¢do cadavérica, denominado de
necrochorume (PACHECO, 2012; KEMERICH, 2012; SILVA E MALAGUTI, 2008). Nesse
liquido sdo encontradas diferentes substancias inorganicas e organicas toxicas, além de
patogenos que podem colocar em risco a qualidade ambiental e a saude humana (SPONGBERG
e BECKS, 2000; PACHECO, 2012; KEMERICH et al, 2012; NECKEL et al, 2016; NECKEL
et al 2017). Dentre os compostos inorganicos do chorume destacam-se os metais e entre os
organicos as aminas biogénicas, cadaverina e putrescina. Essas aminas, embora sejam
essenciais para alguns processos fisioldgicos, quando em altas concentragdes, sdo capazes de
induzir efeitos adversos em diferentes tipos celulares (ANJOS, 2013; UNAL, PALAVAN-
UNSAL e TUCKEL 2008; DEL RIO, 2019). Além dos contaminantes presentes no
necrochorume, os cemitérios ainda recebem impactos de outras fontes poluidoras, como de

metais presentes nos aderegos de urnas mortuarias, compostos usados na conservagao e preparo
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do cadaver para o sepultamento, pigmentos das vestimentas dos cadaveres e dos aderecos das
urnas e residuos de remédios e quimioterapicos usados no tratamento do paciente falecido
(PACHECO, 2012).

Nos cemitérios horizontais a percolagdo do necrochorume tem como primeiro destino o
solo, podendo, posteriormente, atingir as aguas subterraneas. Dessa forma, os solos de
cemitérios, principalmente os dos horizontais, por apresentar essa gama de contaminantes
distintos, portanto de caracteristica complexa, apresentam-se como de alto risco ocupacional,
para a qualidade ambiental e para a saude da populacdo residente no entorno desses
empreendimentos. Essa problematica apontada para os cemitérios evidencia, cada vez mais, a
necessidade de estudos mais efetivos nessas areas urbanas; de um maior monitoramento das
atividades cemiteriais, bem como das condi¢des de implantagdo de novos cemitérios; e,

sobretudo, uma legislacdo mais rigida sobre a seguranca dessas areas para a saude da populagao.

Apesar de diversos autores chamarem atencao para a contaminagdao ambiental decorrente
de atividades cemiteriais, ndo existem dados disponiveis acerca dos efeitos ecotoxicoldgicos
dessa contaminagdo. Assim, o presente estudo, por trazer informagdes importantes da
ecotoxicidade dessas areas urbanas, contribui para um melhor conhecimento dos perigos

intrinsecos as atividades das necropolis.

Os estudos ecotoxicoldgicos visam avaliar os efeitos e as influéncias de agentes toxicos
(sintéticos ou naturais) sobre diversos niveis de organizagdo bioldgica (celular, individual,
populacional, da comunidade e do ecossistema) (TRUHAUT, 1974). Apesar do interesse e
necessidade de se avaliar a contaminagdo ambiental de forma mais holistica, ¢ impossivel
avaliar as consequéncias dos contaminantes para cada um dos organismos individualmente,
uma vez que os ecossistemas sdo compostos por milhares de espécies. Devido a essa alta
diversidade organismal, torna-se necessario escolher bioindicadores que representem o
ecossistema estudado e que possam ser usados para avaliar o ambiente em questdo (BURGUER,

2006; MARKET, BREURE e ZECHMEISTER, 2003).

No presente estudo foram utilizados como bioindicadores vegetais os organismos L. sativa
e A. cepa, com os quais foi possivel avaliar a fitotoxicidade, citogenotoxicidade e o potencial
mutagénico de diferentes amostras de solo do cemitério Sdo Jodo Batista. O primeiro parametro
analisado foi a porcentagem de inibi¢do da germinacdo. Esse parametro ¢ interessante por
avaliar o primeiro momento de troca entre o bioindicador e a substancia ou amostra ambiental.
(SOBRERO ¢ RONCO, 2004). Como nao houve variagao estatisticamente significativa no teste

de germinagdo de L. sativa expostas aos solubilizados de P1, P2 e P3, em relacdo ao CN, pode-
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se inferir que nas amostras ambientais avaliadas ndo apresentaram compostos de efeitos letais

para esse bioindicador.

Outro teste de fitotoxicidade realizado com o bioindicador L. sativa foi o teste de
desenvolvimento das raizes. Este teste se baseia nos indices de elongacdo do hipocétilo e da
radicula, calculados a partir das mensuragdes destas estruturas, para comparar os resultados com
os obtidos no CN. Esse teste ¢ ainda mais sensivel que o teste de germinagdo, por permitir a

avaliacdo de efeitos sub-letais de substancias (SOBRERO ¢ RONCO, 2004).

Pelos ensaios de elongagdo dos hipocotilos, realizados no presente estudo, ndo foram
observadas alteragdes estatisticamente significativas entre as raizes expostas aos solubilizados
dos Pontos 1, 2 e 3 e o CN. Contudo, os resultados dos ensaios de elongamento da radicula
mostraram que a amostra de solo do Ponto 2 induziu um maior crescimento médio dessa
estrutura, em relagdo ao crescimento observado nas plantas controle. Sobrero e Ronco (2004)
ressaltam que um maior desenvolvimento das raizes em relagdo ao CN, ndo deve ser
interpretado como um efeito favoravel ou estimulante. Os autores pontuam que alguns metais
sd0 micronutrientes e, quando em baixas concentragdes, podem promover maior crescimento
das raizes. Nesse sentido, outro fator que pode ser considerado nos ambientes de cemitérios ¢ a
liberacdo de metais pelos aderecos das urnas mortuarias (SPONGBERG e BECKS, 2000;
PACHECO, 2012; NECKEL et al, 2016; NECKEL et al 2017), dentre eles os micronutrientes
Fe e Mn, que sdao considerados importantes nutrientes para a espécie L. sativa (YURI et al

2016).

Em decorréncias das altas possibilidades de contaminagdo edéfica por atividades antropicas,
a Resolucdo CONAMA n° 420 de 2009 estabeleceu limites maximos para a presenca de diversas
substancias nos solos, incluindo alguns metais. No entanto, esta legislacdo ndo estabelece
limites maximos para as concentracdes de Fe e Mg. Neste contexto, as contaminagdes
decorrentes dos cemitérios podem estar sendo negligenciadas pela legislagdo, principalmente
quanto aos seu potencial de polui¢do por metais, visto que alguns autores ja identificaram niveis
elevados desses elementos (tantos os previstos como os ndo previstos na legislacdo Brasileira)
em ambientes de cemitérios. Spongberge Becks (2000) verificaram altos niveis de Fe, Pb, Cu e
Zn em um cemitério de Ohio (EUA). Estudos realizados por Barros et a/ (2008), em um
cemitério em Curitiba (Brasil), identificaram concentracdes acima das recomendadas pela
legislacdo brasileira vigente para os metais Cr e Ni. Neckel et al. (2016) registraram em
cemitérios brasileiros concentragdes de Pb e Cu acima das recomendadas pela resolucao

CONAMA n° 420 (2009). Assim, cabe ressaltar que existe uma alta probabilidade de
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contaminacao por metais nesses ambientes e que o acimulo desses agentes no solo pode colocar
em risco a qualidade ambiental e a saude humana (DURUIBE, OGWUEGBU e
EGWURUGWU, 2007).Um outro fator preocupante sobre a contaminagdo promovida pelas
atividades cemiteriais ¢ a extensdo dessa contaminacdo para as aguas subterraneas. Essa
contaminagdo repassada a esses corpos hidricos poderia afetar os padrdes de potabilidade de
agua subterraneas utilizadas no abastecimento publico (NECKEL et al, 2016), bem como a

viabilidade dos ecossistemas estabelecidos na area de influéncia dos cemitérios.

As alteragdes nos padrdes de germinagdo e no crescimento de uma planta devem ser
interpretadas como consequéncias secundarias das alteracdes de padrdes moleculares induzidas
pela substancia ou amostra avaliada (FERREIRA e AQUILA, 2000). Nesse sentido, os
aumentos significativos da elongacao das radiculas em P2, podem ser entendidos também como
um reflexo do aumento nas taxas de divisao celular (MARCANO et al 2004; IQBAL et al
2019). Com isso, ¢ possivel inferir que esses resultados podem estar relacionados com a ac¢ao
de compostos presentes no necrochorume, como a cadaverina e putrescina. Esta inferéncia se
baseia na importancia dessas aminas, quando em concentragdes fisiologicas (micromolares),
para os processos de divisdo, crescimento e diferenciacdo celular, mas que, quando em
concentragdes superiores as fisiologicas, afetam negativamente os processos citados. As células
saudaveis apresentam crescimento celular preciso e regulado, o que garante a homeostase e a
arquitetura regular do tecido (HANAHAN e WEINBERG, 2011). Por outro lado, um aumento
significativo da divisdo celular (refletido pelo maior crescimento das raizes) pode ser
prejudicial, uma vez que indica crescimento celular desordenado e poderia levar a formagao de

tumores (HALAZS e BARATH, 2002; HOSHINA, 2002; HANAHAN e WEINBERG, 2011).

Um outro fator preocupante sobre a contaminagdo promovida pelas atividades cemiteriais
¢ a extensao dessa contaminagao para as aguas subterraneas. Essa contaminagdo repassada aos
corpos hidricos poderia afetar os padrdes de potabilidade de 4gua subterraneas utilizadas no
abastecimento publico (NECKEL et al, 2016), bem como a viabilidade dos ecossistemas

estabelecidos na area de influéncia dos cemitérios.

A fitotoxicidade das amostras de solo coletadas no cemitério Sao Joao Batista (Leme-SP)
também foi avaliada pelo bioindicador A. cepa. Os resultados desta analise mostraram que
nenhum dos pontos avaliados exibiu alteracdo nas taxas de germinagdo das sementes, em
relagdo ao CN. Esses dados permitiram concluir que as amostras dos pontos P1, P2 e P3 nao
apresentavam compostos fitotoxicos capazes de interferir na geminagdo das sementes desta

planta, resultados estes que corroboram os ensaios de germinagao com L. sativa.
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A avaliagdo do potencial citotoxico dos solubilizados das amostras de solos coletados
em P1, P2 e P3, foi também realizada com o bioindicador A. cepa. Para analise de morte celular
devem ser consideradas a presenga de citoplasma vacuolizado, aumento citoplasmatico e
deslocamento do nucleo celular para a periferia da célula. Conforme pode ser visto na tabela 5,
ndo foram observados indicios de morte celular, indicando que as amostras testadas nao

apresentavam compostos cujo efeito poderia levar as células a morte.

O indice mitdtico (IM) € um importante endpoint de citotoxicidade. A espécie A. cepa
vem sendo muito usada para esse tipo de diagnostico, pois apresenta alta sensibilidade as
substancias com potencial citotoxico. A avaliagdao desse indice pelo ensaio com A. cepa é feita
pela contabilizagdo de células de meristemas radiculares que se encontram nas diferentes fases
do processo de divisdo celular. Essa analise avalia se um determinado agente (substincia,
composto ou amostra ambiental) supostamente toxico, interfere no ciclo celular. Tanto o
aumento como a diminuicao desse indice sdao respostas que indicam citotoxicidade do agente
estudado (LEME ¢ MARIN-MORALES, 2009). As analises de IM, realizadas com
solubilizados das amostras de solos coletados no cemitério estudado, mostraram potencial
citotoxico para todos os pontos amostrados (P1, P2 e P3), uma vez que foram observadas
diminuigao significativa desses indices, quando comparados com os resultados do CN (Tabela
5). De acordo com Leme e Marin-Morales (2009), indices mitoticos mais baixos do que os
observados no CN indicam a presenga de contaminantes na amostra que atuam sobre o
crescimento e o desenvolvimento do organismo teste.

Smaka-Kincl et al (1996) complementam que o uso do bioindicador A .cepa para
avaliagdo dealteracdes do indice mitdticos se mostrou um parametro confiavel para a detecgdo
da presencade contaminantes com efeito citotoxico em uma amostra ambiental, portanto, por
essa citagdo,€ possivel inferir que os contaminantes presentes nos P1, P2 e P3 apresentam efeito
citotoxico para o bioindicador 4. cepa. Essa afirmacdo ¢ reforcada pelas descricdes de
toxicidade ja registradas para os contaminantes presentes nos ambientes de cemitérios como,
por exemplo, o necrochorume que contém as aminas biogé€nicas cadaverina e putrescina
(PACHECO, 2012; ANTONIO et al, 2017), substancias estas que poderiam ser as responsaveis
pelo efeito citotdxico observado.

Os resultados obtidos no presente estudo corroboram os de Unal, Palavan-Unsal e
Tufekei (2008) e de Mahajan e Sharma (2008), que registraram diminui¢do no indice mitético
em células meristematicas de 4. cepa expostas isoladamente a putrescina, espermidina e

espermina. Mahajan e Sharma (2008) observaram ainda que as maiores concentracdes das



42

aminas biogénicas induziram maior inibicdo do indice mitdtico. Pelos resultados dos estudos
de Unal, Palavan-Unsal e Tufekci, 2008), os autores, concluiram que outros efeitos também
avaliados, como o de genotoxidade, podem ter sido decorrentes tanto da acao direta das aminas
biogénicas, quanto da acumulagdo de metabolitos toxicos.

Por toda a discussdo acima, os resultados obtidos no presente trabalho chamam a atenc¢ao
para o efeito citotoxico do solo avaliado, que pode ter sido induzido pela presenca de cadaverina
e putrescina exogenas, substancias estas que tém, naturalmente, importante fun¢do no processo
de divisdo celular. Alguns autores ainda sugerem que, além das aminas biogé€nicas estarem
presentes no necrochorume, elas podem ainda ser sintetizadas por bactérias que atuam
ativamente no processo de saponificagdo, uma vez que ja ¢ reconhecido que os
microorganismos representam uma fonte adicional exdgena de cadaverina e putrescina
(FIEDLER e GRAW, 2003; HALAZS ¢ BARATH, 2002; DEL RIO et al 2019) Desta forma,
o efeito citotoxico observado para as amostras de solo do cemitério Sao Jodao Batista pode servir
de alerta para os possiveis riscos que esses contaminantes passam promover no ambiente e a
saude publica. Essa preocupacdo pode ser ainda justificada pelas citagdes de Rank e Nielsen
(1997) que afirmam existir uma alta correlagdo entre as respostas de A. cepa com outros
bioindicadores, como ratos, e cultura de células humanas. Considerando essa correlagdo entre
os efeitos observados no bioindicador utilizado neste estudo e as células humanas, fica clara a
preocupacao com a exposi¢ao ocupacional dos profissionais dos servigos funerarios, que podem
estar sujeitos a uma exposicao continua a esses agentes toxicos.

A presenca de metais pesados também pode ter influenciado na diminuicao do indice
mitotico, como foi observado por Inceer, Beyazoglu e Ergul (2000). Os autores registraram
diminui¢do do indice mitdtico em A. cepa exposta a solucdo aquosa de residuos de uma mina
de Cu. Seth e colaboradores (2008) também verificaram reducao do IM de 4, cepa exposta em
solucdes aquosas de Cd. Esses estudos corroboram ainda os dados de Abubacker e Sathya
(2017) que verificaram diminui¢do dos indices mitoticos em células de 4. cepa expostas as
solugdes aquosas de Cr, Cu, Pb e Zn.

Para a avaliagdo da genotoxicidade das amostras de solo de P1, P2 e P3 para o
bioindicador 4. cepa, foram contabilizadas as aberragdes cromossdmicas presentes em células
das diversas fazes do ciclo celular (intérfase, profase, metafase, anafase e telofase). As
aberragdes cromossdmicas podem ser tanto estruturais como numéricas (LEME e MARIN-
MORALES, 2009), As aberracdes cromossdmicas observadas no presente estudo foram: brotos
nucleares, células binucleadas, aderéncias cromossOmicas, pontes cromossomicas, perdas

cromossdmicas, quebras cromossomicas, células lobuladas, C-metafases e células poliploides
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(Figura 8). No entanto, conforme demonstrado na tabela 5, os indices de genotoxicidade dos
pontos avaliados ndao variaram de forma estatisticamente significante em relacdo ao CN,
demonstrando auséncia de potencial genotdxico para P1, P2 e P3.

Também foi avaliado neste estudo o potencial mutagénico das amostras dos solos (P1,
P2, P3), coletadas no Cemitério de Leme-EP. O efeito mutagénico ¢ caracterizado pela
potencialidade de um agente induzir alteragcdes na molécula de DNA, que nao sdo corrigidas
pelos processos de reparo da célula, portanto passiveis de serem transferidas para as geragdes
seguintes (CONNOR & FERGUSSON, 1993). A avaliacdo do indice de mutagenicidade deste
estudo, foi realizada pelo teste de A. cepa. Este teste ¢ feito pela contabilizacdo de células
portadoras de micronucleos, que sdo estruturas semelhantes ao nucleo principal das células,
porém de menor tamanho (LEME e MARIN-MORALES, 2009).

A formacgdo de microntcleos (MN) pode ser derivada de quebras cromossdmicas,
induzidas por agentes clastogénicos; de perdas de cromossomos inteiros e por eliminacdo de
DNA amplificado em eventos de poliploidizagao, ambas origens geralmente associadas com a
acdo de agentes aneugénicos (YI e MENG, 2003; FERNANDES, MAZZEO ¢ MARIN-
MORALES, 2007; 2009;(RIBEIRO, 2009).). Os MN, de acordo com Hintzsche, et al. (2017),
podem ter diversos destinos: degradacdo, que ocorre por acdo enzimatica; reincorporagao ao
nucleo; extrusdo, derivando, por exemplo, micro células; e permanéncia na célula. Os MN
podem se apresentar na mesma fase de divisao do nucleo principal da célula ou em fase distinta.
Quando o MN acompanha a fase de divisdo do nucleo da célula onde ele se encontra, ele pode
se reincorporar novamente ao nucleo principal, contudo, quando ndo acompanha a fase nuclear,
ele pode tanto permanecer na célula como ser expulso dela (FERNANDES; MAZZEOQ,;
MARIN-MORALES, 2007; HINTZSCHE, et al. 2017). Esses tltimos autores ainda chamam
aten¢do para o fato de que a elimina¢do de MN poderia ser um indicio de apoptose.

Dentre os estudos realizados com os solubilizados das amostras dos solos do cemitério
Sao Joao Batista, apenas o Pl apresentou indice de mutagenicidade estatisticamente
significativo. em relagdo ao CN. Considerando os diversos caminhos que os MN podem seguir
e que a sua presenca em uma célula pode ser um indicativo de potencial mutagénico, os
resultados obtidos nos ensaios com células meristematicas de A. cepa expostas ao solubilizado
do P1, sugerem um efeito mutagénico para o solo correspondente, porém para a confirmacgao
dessa mutagenicidade seria também interessante avaliar a presenca de MN também nas células
F1 das raizes desta planta. Essa analise sugerida permitiria comprovar se essas alteracdes foram
mantidas nas células filhas. Entretanto, pelos resultados obtidos, ¢ possivel inferir que o

aumento da frequéncia de MN, observado em P1, ¢ um indicativo de que esse solo apresenta
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substancias com potencial mutagénico, provavelmente derivadas da contaminacdo complexa
dos ambientes de cemitérios.

Dentre os contaminantes de solos de ambientes de cemitérios, ja descrito anteriormente,
devem ser considerados os metais, devido a sua alta toxicidade. Os resultados de
mutagenicidade observados para o Pl podem ter diversas origens, dentre elas os metais
possivelmente presentes na amostra estudada. Diferentes estudos realizados com o bioindicador
A. cepa, por diversos autores, confirmam que a presenca de metais em amostras ambientais
pode induzir mutagenicidade neste organismo teste.

Steinkellner et al. (1998) observaram que solo contaminados com os metais As, Pb, Cd e Zn
induziram eventos mutagénicos em A. cepa, dadosestes corroborados nos estudos de contaminacao
de solos por metais, realizados por Souza, Costa e Vargas (2013). Nesses dois estudos, os autores
observaram alteragdes nos indices de mutagenicidade, refor¢ando sobre a sensibilidade do modelo
de estudo, bem como da capacidade de detectar a influéncia de contaminantes em misturas
complexas, oferecendo assimresultados que podem ser utilizados como um sinal de alerta em
estudos iniciais de areas contaminadas.

Outros contaminantes de alta toxicidade presentes em ambientes de cemitérios, sdo as
aminas biogénicas cadaverina e ou putrescina. Kim, Lee e Hur (2019) verificaram, pelo testede
Ames (Salmonella typhimurium), que existe uma correlacdo positiva entre a presenca de aminas
biogénicas em alimentos (principalmente a cadaverina) e a indu¢ao de mutagenicidadedetectada
pelo ensaio usado. Esses dados confirmam o potencial mutagénico das aminas biogénicas,
compostos estes, como ja descritos anteriormente, contaminantes comuns denecrdpoles.

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que os solos coletados nos trés
diferentes locais do cemitério S3o Joao Bastista da cidade de Leme-SP apresentam
contaminantes toxicos, que podem comprometer a qualidade e a estrutura biologica do solo, das
aguas subterranea e, consequentemente, a saide humana. Os resultados dos ensaios de
mutagenicidade com 4. cepa mostraram ainda que o solo do P1 se apresenta mais impactado
pelas atividades cemiteriais que os outros pontos avaliados. Esses dados remetem a discussao
de que este local ¢ marcado por uma condicao suis generis de inundagao do cadaver, que vem
mantendo o corpo em estado permanente de saponificacdo. Justamente foi esse local que
demonstrou maior grau de contaminagao, apresentando, além da agao citotoxica registrada para
todas as amostras estudadas, um potencial mutagénico, que foi comprovado pelos ensaios com
o bioindicador 4. cepa. O solo coletado em P2, que apresenta condi¢cdes de umidade, onde s6

ocorre inundagdo em momentos de maior pluviosidade, mas suficiente para manter e



saponificagdo permanente do caddver, demonstrou potencial intermediario de contaminagao,
apresentando agdo citotoxica em A. cepa e fitotdxica em L. sativa. Por fim, o solo de P3, que
foi coletado em um local de sepulturamento recente (10 dias) e que ndo apresenta condigdes de
inundacao ou umidade, demonstrou o menor potencial de contaminacao, apresentado acao
citotoxica apenas para A. cepa. A menor contaminagdo deste local pode ser decorrente da
liberagdo dos primeiros produtos da decomposicdo cadavérica, visto que, como citado, o
sepultamento aconteceu apenas de 10 dias antes da coleta.

Os resultados deste estudo de caso, além de chamar a atencdo para a liberacdo, em
cemitérios, de contaminantes como o necrochorume e metais derivados de implantes, urnas e
tratamento do caddver para a cerimOnia de sepultamento, também demonstram uma correlagao
direta entre a toxicidade observada e as condi¢des de umidade do terreno onde o corpo ¢
sepultado. Corpos sepultados em locais extremamente umidos, ou sujeitos a inundagdo, se
mantém em estado de saponificagdo permanente, condi¢do esta que, além de prejudicar a
finalizagdo do processo de decomposicdo dos corpos e impedir uma administracdo adequada
dos cemitérios, potencializa os efeitos e amplia o tempo da contaminacao. Por todo o exposto,
as atividades cemiteriais apresentam um preocupante potencial poluidor para o solo do local,
com possiveis consequéncias a saude ambiental e humana. Este estudo alerta ainda para a
necessidade de uma urgente revisdo da legislacdo vigente para a instalagdo e operacdo de
cemitérios, bem como a instituicdo de monitoramento ambiental constante dos cemitérios ja

instalados e maiores critérios a serem adotados para novos empreendimentos deste tipo.

6. CONCLUSAO

Os bioindicadores L. sativa e A. cepa se mostraram sensiveis para avaliar amostras
ambientais complexas, como as do cemitério Sdo Jodao Batista da cidade de Leme-SP. Esses
organismos testes foram eficientes para diferenciar as areas de maior ou menor contaminagao
do cemitério, se mostrando, portanto, indicados para serem usados em avaliacdo

ecotoxicologica desses ambientes.

Pela avaliagdo do indice mitotico, realizada no presente estudo, foi possivel estimar a
presenca de contaminantes com potencial citotoxico em todas as amostras de solos coletados

no cemitério Sao Joao Batista/Leme-SP;

O ponto 1 foi o que apresentou maiores niveis de toxicidade, apresentando tanto acdo
citotoxica com potencial mutagénico. O ponto citado ¢ caracterizado por ser um local que possui
condigdes severas de inundagdo, o que faz com que o corpo ali sepultado permanega, a cerca

de 12 anos, em estado de saponificagdo, fato que pode estar contribuindo para a toxicidade da
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amostra estudada.

O ponto 2, apresentou condi¢des intermedidrias de toxicidade, com demonstragdo de agao
citotoxica para A. cepa e fitotoxica para L. sativa. Este ponto também apresenta condi¢des
inadequadas para a decomposi¢do cadavérica, mas, neste caso, o corpo sepultado, embora
saponificado, so fica em contato com a agua do lencol freatico durante a estacao chuvosa. Desta
forma, ¢ possivel inferir que as condigdes de umidade e saponificacdo desse ponto

influenciaram os resultados observados na avaliagao realizada.

O ponto 3 foi o que apresentou a menor toxicidade, demonstrando apenas acao citotoxica
para A. cepa. Por esses resultados ¢ possivel inferir que os ambientes mais secos sdo 0s mais
indicados para o sepultamento e, consequentemente para a instalagao de cemitérios. O resultado
de toxicidade observada para deste ponto pode ser decorrente dos primeiros compostos
liberados no processo de putrefagcdo cadavérica, visto que este ponto representa um local de

sepultamento.

Os solos avaliados neste estudo sdo misturas complexas que tem influéncia de diversos
contaminantes. Assim, os resultados de toxicidade podem ser atribuidos, principalmente, a
presenca de metais pesados e compostos que constituem o necrochorume, com destaque as

aminas biogénicas, cadaverina e putrescina.

Os resultados verificados nesse estudo sdo inéditos e apontam para uma necessidade de
revisdo de legislagdo vigente sobre a instalacdo e operagdo de cemitérios ja implantados, no
sentido de minimizar os riscos que esses empreendimentos possam oferecer tanto para o meio
ambiente como para a satde publica. O estudo também alerta para a urgéncia de se estabelecer
a obrigatoriedade de monitoramento ambiental constante nos cemitérios operantes e critérios

mais rigidos para a implantagdo de novos cemitérios.
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