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RESUMO

O crescimento desenfreado da populacdo mundial, que acontece
concomitantemente com as atividades antrépicas, ocasionou sérios impactos
negativos ao meio ambiente e a saude publica. Atualmente, os cemitérios tém
se destacado neste quesito, sendo considerados uma das fontes mais relevantes
da poluicdo urbana que impacta recursos hidricos e solos. A decomposigédo do
corpo humano é o processo mais preocupante nestes ambientes, principalmente
devido a liberagdo do necrochorume, liquido resultante da putrefacdo dos
corpos. As aminas biogénicas cadaverina e putrescina sdo substancias que
compde o necrochorume, responsaveis pelo odor fétido da decomposigcao
cadavérica. Ambas as substancias apresentam potencial toxico para diferentes
organismos, incluindo seres humanos. Apesar do conhecimento sobre o risco
proveniente de cemitérios, poucos estudos avaliaram a ecotoxicidade dos
subprodutos oriundos da decomposicdo humana. Considerando o aumento
constante das atividades cemiterias, bem como a lacuna de informacdes sobre
os efeitos de seus contaminantes, fica evidente a necessidade de mais
pesquisas que abordem a toxicidade do necrochorume. Com isso, o objetivo
deste trabalho foi avaliar as toxicidades da cadaverina e putrescina, de forma
isolada e em mistura, por meio de diversos ensaios com diferentes
bioindicadores aquaticos e terrestres. A espécie Lactuca sativa foi utilizada para
avaliar a fitotoxicidade dessas aminas, pelos ensaios do indice de germinacgao
de sementes e mensuragao do eixo hipocdtilo-radicular. A citogenotoxicidade e
potencial mutagénico, foram avaliados pelos ensaios do indice mitético, de
inducdo de aberracbes cromossdmicas e do teste de micronucleos,
respectivamente, em células meristematicas de Allium cepa. Os colémbolos da
espécie Folsomia candida foram empregados para avaliagdo da ecotoxicidade,
por meio do ensaio comportamental de fuga e reprodugado. A toxicidade das
aminas biogénicas também foi avaliada com os bioindicadores aquaticos
Daphnia magna, pelo parametro de letalidade e Danio rerio, por meio dos
ensaios de letalidade e embriotoxicidade. Neste estudo, também foi realizada
uma revisao bibliografica sobre o uso do zebrafish como modelo animal em
ensaios ecotoxicologicos. Os resultados com L. sativa demonstraram efeito
fitotoxico para a cadaverina e putrescina (diminuigdo do crescimento radicular e
do hipocdtilo), tanto de forma isolada como em mistura. Os efeitos foram mais
significativos nos ensaios realizados com as associagdes das aminas
biogénicas. Pelos ensaios realizados com A. cepa, foi observada maior
citotoxicidade (disturbios no ciclo celular) para as associagdes das aminas, do
que nos testes isolados. A maior concentragdo avaliada (1000 mg. Kg™') foi capaz
de inibir a divisdo celular em mais de 80%. Pelos resultados dos testes de
genotoxicidade e de potencial mutagénico, realizados com as aminas biogénicas
isoladas, apenas a cadaverina foi genotoxica e potencialmente mutagénica para
A. cepa. Por este teste, a putrescina ndo apresentou resultado significativo,
quando comparado ao controle negativo. Contudo, as mistura das aminas
potencializaram o efeito genotdxico e o potencial mutagénico desses compostos
(aumento significativo de aderéncia cromossémica, poliploidia e broto nuclear,
assim como o aumento da formagado de micronucleos). Os resultados para o
teste de fuga com F. candida mostraram que os individuos tiveram preferéncia
para o solo tratado com as aminas biogénicas, portanto ndo expressaram
comportamento de fuga. No entanto, foram observados efeitos negativos da



cadaverina e putrescina sobre a reproducédo dos colémbolos, comprovando um
efeito a longo prazo dessas aminas (diminuicdo do numero de juvenis),
principalmente para as substancias associadas. Com relagéo a letalidade de D.
magna, a cadaverina induziu maior letalidade (CLso 9,5 mg. L") que a putrescina
(CLso 36,7 mg. L'"). Neste ensaio, ndo foi observado potencializagéo dos efeitos,
para as associag¢des das aminas biogénicas. Cadaverina também induziu maior
letalidade para D. rerio (CLso 335,5 mg. L"), em relagéo a putrescina (CLso 452,6
mg. L"). Os resultados para embriotoxicidade foram significativos nos ensaios
realizados com as misturas de cadaverina e putrescina (atraso na ecloséo,
malformagao da coluna e edema de pericardio). Pelos resultados obtidos neste
estudo, pode-se inferir que as aminas cadaverina e putrescina apresentam
potencialidade toxica para diferentes organismos. O estudo realizado traz
importantes informagbes que contribuem para melhor conhecimento da
toxicidade de substancias derivadas de processos putrefativos, comuns em
ambientes de cemitérios, uma vez que existem poucos estudos realizados na
area ecotoxicolégica desses ambientes.

Palavras-chave: Contaminacao de cemitérios, necrochorume, Lactuca sativa,
Allium cepa, Folsomia Candida, Daphnia magna, Danio rerio.



ABSTRACT

The unbridled growth of the world population, which occurs concomitantly with
human activities, has caused serious negative impacts on the environment and
public health. Currently, cemeteries have stood out in this regard, being
considered one of the most relevant sources of urban pollution that impacts water
and soil resources. The decomposition of the human body is the most worrying
process in these environments, mainly due to the release of necro-leachate, a
liquid resulting from the putrefaction of bodies. The biogenic amines cadaverine
and putrescine are substances that make up the necro-leachate, responsible for
the fetid odor of cadaveric decomposition. Both substances have toxic potential
for different organisms, including humans. Despite knowledge about the risk from
cemeteries, few studies have evaluated the ecotoxicity of by-products from
human decomposition. Considering the constant increase in cemetery activities,
as well as the lack of information about the effects of its contaminants, the need
for more research to address necro-leachate toxicity is evident. Thus, the
objective of this work was to evaluate the toxicities of cadaverine and putrescine,
in isolation and in mixture, through several assays with different aquatic and
terrestrial bioindicators. The Lactuca sativa species was used to evaluate the
phytotoxicity of these amines, by testing the seed germination index and
measuring the hypocotyl-root axis. Cytogenotoxicity and mutagenic potential
were evaluated by mitotic index, induction of chromosomal aberrations and
micronucleus test, respectively, in meristematic cells of Allium cepa. Springtails
of the Folsomia candida species were used to evaluate ecotoxicity, through the
avoidance and reproduction test. The toxicity of the biogenic amines was also
evaluated with the aquatic bioindicators Daphnia magna, by the lethality
parameter, and Danio rerio, by means of the lethality and embryotoxicity assays.
In this study, a literature review was also carried out on the use of zebrafish as
an animal model in ecotoxicological trials. The results with L. sativa showed a
phytotoxic effect for cadaverine and putrescine (decreased root and hypocotyl
growth), both alone and in mixtures. The effects were more significant in the tests
carried out with the combinations of biogenic amines. In the tests carried out with
A. cepa, greater cytotoxicity (disorders in the cell cycle) was observed for amine
mixtures than in the isolated tests. The highest concentration evaluated (1000
mg. kg -') was able to inhibit cell division by more than 80%. Based on the results
of the genotoxicity and mutagenic potential tests performed with the isolated
biogenic amines, only cadaverine was genotoxic and potentially mutagenic for A.
cepa. By this test, putrescine did not present a significant result when compared
to the negative control. However, the mixture of amines potentiated the genotoxic
effect and mutagenic potential of these compounds (significant increase in
chromosomal adherence, polyploidy, and nuclear sprouting, as well as increased
formation of micronuclei). The results for the flight test with F. candida showed
that the individuals had preference for the soil treated with the biogenic amines,
therefore they did not express avoidance behavior. However, negative effects of
cadaverine and putrescine on the reproduction of springtails were observed,
proving a long-term effect of these amines (decrease in the number of juveniles),
mainly for the associated substances. Regarding D. magna lethality, cadaverine
induced higher lethality (LCs0 9.5 mg. L") than putrescine (LCso 36.7 mg. L"). In
this test, potentiation of effects was not observed for associations of biogenic
amines. Cadaverine also induced greater lethality for D. rerio (LCso 335.5 mg. L~



) compared to putrescine (LCso 452.6 mg. L'"). The results for embryotoxicity
were significant in the tests performed with mixtures of cadaverine and putrescine
(delayed hatching, spinal malformation, and pericardial edema). From the results
obtained in this study, it can be inferred that the amines cadaverine and
putrescine have toxic potential for different organisms. The study carried out
brings important information that contributes to a better understanding of the
toxicity of substances derived from putrefactive processes, common in
cemeteries environments, since there are few studies carried out in the
ecotoxicological area of these environments.

Keywords: Cemetery contamination, necro-leachate, Lactuca sativa, Allium
cepa, Folsomia Candida, Daphnia magna, Danio rerio.
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1. INTRODUGAO

A palavra cemitério vem do grego “koimetérion”, e significa “dormitorio”.
Segundo as crengas cristas, o cemitério € um local de “descanso para os mortos”
e representa um local de apego emocional aos entes queridos ja falecidos
(BATISTA et al., 2022). Apesar da importancia sociocultural desses ambientes,
atualmente, os cemitérios representam importante fonte de poluicdo
antropogénica, que acontece em escala global (LEMES et al., 2022). Segundo
dados da Worldometer (2022), a populagédo mundial € composta por 8 bilhdes de
pessoas e continua crescendo anualmente, populacédo que, ao completar o ciclo
de vida, precisa ser disposta em um ambiente adequado. No entanto, muitos
cemitérios do mundo se encontram em locais inapropriados e sem estudos
prévios dos seus possiveis impactos ambientais (CRISANTO-PERRAZO et al.,
2022).

Ha dois séculos, a disposicédo de cadaveres nao era considerado um fator
de poluicdo, visto que nao havia referencial tedrico sobre as condicbes
ambientais de cemitérios (RUMBLE et al., 2014). Contudo, existe hoje uma
preocupagao crescente dos pesquisadores quanto a poluicdo gerada nesses
ambientes, em decorréncia, principalmente, da decomposi¢ao dos corpos ali
sepultados (DENT; FORBES; STUART, 2004; GOMEZ et al., 2022; NECKEL et
al., 2017; OLIVEIRA et al.,, 2019). De acordo com Neckel et al. (2021), as
atividades cemiteriais geram poluentes quimicos, fisicos e biolégicos, que
podem acarretar sérios problemas de contaminagdo do solo e das aguas
subterraneas, sendo uma das fontes antropicas mais preocupantes nos tempos
atuais. Este cenario se agravou com a pandemia da COVID-19, devido ao alto
numero de Obitos decorrentes da doenga e, consequentemente, dos
sepultamentos realizados tanto em ambientes de cemitérios como de forma
clandestina (GONCALVES et al.,, 2022; KHOO et al.,, 2020; VAN WYK;
UBOMBA-JASWA; DIPPENAAR, 2022) .

O necrochorume, liquido viscoso liberado durante o processo de
decomposicio cadavérica, € um dos principais responsaveis pela contaminagcao
ambiental das necrépoles (ITODO; ENEJI; KORMI, 2021). Este lixiviado é
composto por agua, sais minerais e substancias organicas, dentre elas, as

aminas biogénicas (AB) cadaverina (CAD) e putrescina (PUT), responsaveis
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pelo odor desagradavel caracteristico dos processos putrefativos (BATISTA et
al., 2022; CANNING; SZMIGIN, 2010). Além disso, a liberagdo do necrochorume
propicia a proliferagcdo de microrganismos patogénicos de varios géneros
(NASCIMENTO, 2020; OLIVEIRA et al., 2019). As AB presentes no
necrochorume sao substancias nitrogenadas, de baixo peso molecular, que s&o
encontradas, naturalmente, em baixas concentracdes nos seres vivos. Porém,
quando essas AB estdo em altas concentracdes, elas apresentam alta toxicidade
para diferentes organismos, incluindo os seres humanos (DEL RIO et al., 2020).
Contudo, ainda pouco se sabe sobre a ecotoxicidade dessas AB putrefativas nos
ambientes cemiteriais. Tal fato reforga a importancia de se investigar, além dos
riscos humanos, 0s riscos que essas substancias proporcionam para os
diferentes organismos que vivem no entorno dos cemitérios.

De acordo com Martinho e Lopes (2022), para se avaliar os reais efeitos
de um determinado agente toxico, € necessario realizar uma série de testes (in
vitro e in vivo) desenvolvidos com diferentes bioindicadores. Essa variedade de
ensaios permite monitorar tanto a extensdo de uma contaminagao, como avaliar
a toxicidade especifica de uma substancia. Alguns vegetais, como as espécies
Allium cepa e Lactuca sativa sdo excelentes bioindicadores de contaminagéao
ambiental, sobretudo em analises de citogenotoxicidade e fitotoxicidade
(GRANT, 1994; SILVEIRA et al., 2017). A simplicidade e baixo custo dessas
técnicas de analises, sua rapidez na obtencao de resultados e credibilidade dos
resultados obtidos fazem desses organismos plantas-modelo para estudos
ecotoxicoldgicos, recomendadas por varias organizagdes internacionais (ISO,
1995; OECD, 1984; USEPA, 1996). Destaca-se ainda que, analises realizadas
simultaneamente com esses dois bioindicadores vegetais permitem melhor
compreensao dos mecanismos de acao das substancias testadas.

Os impactos negativos dos cemitérios sobre o ecossistema terrestre vém
se destacando como uma preocupagao de nivel global, pois impedem o uso
alternativo do solo local, por muito tempo. A urbanizagdo e outras fontes
antropicas de degradagdo ambiental estdo promovendo além da escassez de
solos saudaveis, a valorizacdo excessivas dos terrenos nao contaminados
(SCALENGHE; PANTANI, 2020). Esses impactos reforgam as necessidades de
aplicacdo de baterias de ensaios ecotoxicologicos, em avaliagbes de riscos
potenciais de contaminantes sobre os sistemas edaficos.
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Os colémbolos da espécie Folsomia candida sao 6timos indicadores da
qualidade do solo. Esses microartropodes representam um importante elo tréfico
nas comunidades edéficas, além de influenciarem fortemente a ciclagem de
nutrientes (JOIMEL et al., 2022). Sua diversidade e abundancia nos solos, bem
como a facilidade de manutengdo em laboratorio, justificam seu uso em estudos
ecotoxicoldgicos. Além disso, muitos estudos demonstram a sensibilidade da
espécie para diferentes poluentes. Por estas razbes, os colémbolos vem sendo
considerados importantes bioindicadores a serem usados em avaliagdes
ecotoxicologicas de sistemas terrestre (BANDEIRA et al., 2020; DE LIMA E
SILVA et al., 2020; JU; ZHU; QIAO, 2019).

Os cemitérios estdo entre as atividades antrépicas mais silenciosas e
continuas de contaminagao de recursos hidricos. Estudos recentes, realizados
em diversos paises, tém mostrado que o necrochorume € um dos poluentes
presentes em ecossistema aquaticos (AFANGIDEH; UDOKPOH, 2022; IDEHEN,
2020; NETTO et al., 2021; ZYCHOWSKI; BRYNDAL, 2015). Portanto, em
decorréncia da percolagao do necrochorume em ambientes de cemitérios e do
alto risco de contaminagéo dos corpos d’agua por este poluente, é essencial que
se avalie, com mais cuidado, os efeitos dos subprodutos da decomposicao
cadavérica sobre a biota aquatica. De acordo com Rodrigues e Pacheco (2003),
quando o lixiviado dos cemitérios atinge os aquiferos, suas aguas se tornam
veiculos de contaminagao e, se usadas para o abastecimento da populacgao,
resultam em consequéncias negativas para a saude publica.

Dentre os bioindicadores de avaliagdo da qualidade da agua, destacam-
se o0s, organismos invertebrados e vertebrados de habitos aquaticos
(ANIFOWOSHE et al., 2022). A espécie Danio rerio (zebrafish) tém sido uma
espécie de destaque em pesquisas ecotoxicoldgicas que avaliam diferentes
poluentes. Esses organismos, além de compartilharem alto grau de homologia
com humanos, apresentam inumeras vantagens para uso em bioensaios, como
ciclo de vida curto, rapida maturidade sexual, producado elevada de ovos e
embrides transparentes (HOWE, 2020; LEE et al., 2022). Outro importante
bioindicador de toxicidade de agua doce € o microcrustaceo Daphnia magna.
Essa espécie, também conhecida como pulga d’agua, apresenta sensibilidade a

contaminantes, estabilidade genética e representatividade na cadeia alimentar.
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Além disso, permite a avaliagdo de efeitos agudos e cronicos de diversas
substancias quimicas (BELAID; SBARTAI, 2021).

Considerando que os impactos ambientais causados pela produgao de
necrochorume em cemitérios € um tema recente e ainda pouco investigado, fica
evidente a necessidade de se avaliar os efeitos ecotoxicoldégicos dos
componentes deste residuo. Contudo, para uma eficiente avaliacdo de
toxicidade, é interessante que sejam realizados testes com bioindicadores
pertencentes a diferentes ecossistemas e niveis troficos. Essa abordagem traz
complementaridade aos resultados, uma vez que estes organismos possuem
sensibilidades diferentes ao contaminante estudado, o que possibilita estimar
melhor os impactos para organismos de diferentes ambientes e niveis troficos.
Assim, a investigagdo do modo de agdo e da toxicidade das AB presentes no
necrochorume podera trazer importantes contribuicées nas tomadas de decisbes
dos 6rgaos governamentais, quanto as estratégias mais sustentaveis para a

preservagao ambiental e seguranga a saude humana.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

As aminas biogénicas cadaverina e putrescina, liberadas durante a

decomposicdo cadaveérica, ocasionalmente podem causar contaminagao e

prejuizos ambientais e ser um risco para a saude humana. O presente estudo

teve como objetivo geral avaliar o potencial ecotoxicolégico das aminas CAD e

PUT, tanto de forma isolada como associadas entre si, por meio de ensaios

ecotoxicoldgicos realizados com diferentes bioindicadores e biomarcadores de

toxicidade ambiental.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar o potencial citogenotéxico e mutagénico das aminas CAD e PUT,
por meio dos ensaios de indice mitdtico, aberragcdes cromossémicas e
nucleares realizados com células meristematicas de radiculas de A. cepa,
advindas de sementes expostas a germinagdo em solos contaminados
artificialmente com diferentes concentragdes das AB ou das misturas
delas;

Avaliar o efeito fitotoxico das AB utilizando o bioindicador L. sativa, por
meio dos testes de germinacgéao e de inibigao do alongamento do hipocétilo
e radicula de plantulas, advindas de sementes expostas a solos
contaminados com diferentes concentracbées de CAD e PUT, de forma
isolada e co-expostas.

Avaliar a toxicidade aguda e crbénica das AB, isoladas e em associagao,
por meio dos testes de fuga e de reprodugdo com o microartropode, F.
candida (Collembola);

Avaliar a toxicidade aguda, pelo parémetro de mortalidade, de diferentes
concentragdes de CAD e PUT, isoladas e em mistura, para o bioindicador
D. magna;

Investigar o potencial toxico de CAD e PUT, isoladas e em mistura, por
meio do teste de embriotoxicidade realizado com embrides de zebrafish

(D. rerio);

23



e Levantar e discutir as informacdes obtidas na literatura cientifica sobre a
utilizacdo do zebrafish, como modelo animal de pesquisa cientifica,
sobretudo nas pesquisas de avaliagdo ambiental.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 A origem dos sepultamentos

As questdes referentes a morte sempre permearam a mente da
humanidade. Crencgas sobre vida e morte foram moldando questbes sociais,
principalmente conforme as tradigdes religiosas e espirituais de cada civilizagao
(OGBONNA, 2021). Sendo assim, a origem dos sepultamentos € uma tematica
discutida ha muitos anos na comunidade cientifica, sobretudo no @mbito da
arqueopaleontologia (WROBEL et al., 2017).

Estudos arqueoldgicos evidenciam que enterros e sepultamentos ocorrem
desde a pré-historia (KASHINA; AHOLA; MANNERMAA, 2021; RENDU et al.,
2014). De acordo com Ochir-Goryaeva et al (2021), compreender os rituais
funebres é fundamental para se reconstruir a histéria e elucidar questdes sobre
organizacgao, hierarquia social e praticas religiosas de civilizagbes antigas.
Embora haja diversas praticas de sepultamento, todas elas se baseiam no
mesmo objetivo final, a eliminagdo de um cadaver (BALKAN, 2015).

Sob influéncia do cristianismo, o cemitério se tornou o “campo de
descanso apds a morte”. Enterravam-se seus entes queridos em um terreno
consagrado, e como tradicdo, as praticas de sepultamento ocorreram, por
décadas, no entorno das igrejas, proximo de areas habitaveis (HAUSLER, 1983).

A comunidade médica do século XIX comegou a se preocupar com a
transmissao de doencgas associadas as contaminagdes de locais proximos as
igrejas, como epidemias de febre tifoide, febre amarela, hepatite A e peste
bubbnica (CECCONELLO; CENTENO; SIQUEIRA, 2019). De acordo com
Cauduro; Mdller e Ricardo (2019), essas doengas foram disseminadas ao longo
da histéria, principalmente por falta de higiene e de saneamento basico e por
praticas mortuarias inadequadas (MYTUM, 1989).

Devido aos riscos epidemioldgicos potenciais dos cemitérios, foram
decretadas mudancas, quanto ao local de sepultamento, que passaram a ser
distantes da urbanizacdo (CAUDURO; MULLER; RICARDO, 2019). No Brasil, a

24



proibicdo de sepultamentos em areas urbanas foi regulamentada somente em
1828, sendo, a partir desta data, de responsabilidade dos municipios as
questdes sanitarias derivadas destas praticas (BORN, 2014). Contudo, a
expansdo desenfreada e sem planejamento da urbanizagdo fez com que os
cemitérios voltassem a se reintegrar ao perimetro urbano. Consequentemente,
0 seu potencial risco de contaminacgao fisica, quimica e microbiolédgica voltou a
ser caracterizado como um problema mundial de saude publica (NECKEL et al.,
2021; WHO, 1998).

3.2 Legislagao ambiental de cemitérios

No processo de instalagdo de um empreendimento, existe a necessidade
de evitar ou mitigar danos ao meio ambiente (DAS; KONIETZKO; BOCKEN,
2022). No entanto, vale salientar que muitos empreendimentos foram
implantados sem levar em conta os aspectos ambientais, pois nao existiam, na
ocasido, legislacao pertinente a ser seguida (ROCHA; RIBAS; BELLO, 2013).
Desta forma, muitos cemitérios brasileiros foram construidos sem contemplar
medidas mitigatérias de impactos ambientais dos empreendimentos, por né&o
existir, na época, medidas sociopoliticas que mostrassem ou trouxessem essa
preocupagao (SILVA et al., 2020).

Diante desta problematica e devido a precariedade de ambientes
cemiteriais, o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA, Resolugéo n°
335/2003), estabeleceu normativas que dispdem sobre o licenciamento
ambiental para a implantagdo de novas necropoles horizontais e verticais
(BRASIL, 2003). Além de estabelecer critérios para implantacdo de novos
cemitérios, a resolucdo também definiu prazo para a adequacio dos cemitérios
instalados, no qual deveriam ser reformulados até 2010. Contudo, de acordo com
a legislagdo vigente os cemitérios necessitam apenas apresentar um estudo
simplificado de impacto ambiental. Dentre a complexidade das questdes legais
que envolvem os ambientes de cemitérios, esta a necessidade de considerar as
questdes histéricas, culturais e religiosas juntamente e concordante com a
legislagdo ambiental (ROCHA; RIBAS; BELLO, 2013).

A Resolugao 335/03 e suas respectivas alteragbes (Resolugdes n° 368/06
e 402/08) determinam a exigéncia, quanto ao distanciamento do nivel inferior da
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sepultura e o lengol freatico; técnicas e praticas que facilitam a troca gasosa
durante o processo de putrefacao; localizagcdo da area de sepultamento;
caracterizagdo do subsolo; e critérios para cemitérios instalados em areas
mananciais usados para abastecimento publico (BRASIL, 2003; 2006; 2008).
Contudo, muitos Orgdos estaduais e municipais ndo possuem normas
especificas e a legislagcdo nao é aplicada na maioria das vezes. Com isso, a
construgédo de cemitérios sem informagdes basicas sobre aspectos geoldgicos,
hidrologicos e pedolégicos tornam o monitoramento e as agbes corretivas
incongruentes (BAUM et al., 2022; SILVA et al., 2020).

Esse mesmo cenario problematico observado nos cemitérios brasileiros
também é identificado em varios paises do mundo, apesar de muitos deles
também possuirem regras para sepultamentos, quanto aos aspectos ambientais
(BAUM et al., 2022; NGUYEN; NGUYEN, 2018; TURAJO et al., 2019). Portanto,
os cemitérios ndo sdo regulamentados com seriedade suficiente, considerando
a importancia e o impacto que podem gerar a saude ambiental. Somado a isso,
a regulamentacéo desses ambientes se limita a gestdo dos cadaveres antes da
inumacado ou sepultamento, ignorando o0s processos subsequentes, que
carecem de uma analise mais detalhada, a ser realizada a longo prazo (GOMEZ
et al., 2022). Com isso, fica clara a necessidade de reformulagédo das politicas
publicas voltadas ao gerenciamento do espago urbano destinado aos

sepultamentos.

3.3 Contaminagao ambiental proveniente de cemitérios

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) publicou, em 1998, uma reviséo
sobre os impactos dos cemitérios ao meio ambiente e a saude publica, com o
intuito de incentivar mais pesquisas nesta tematica (WHO, 1998). Atualmente,
as atividades antrépicas envolvendo o sepultamento de corpos humanos, tém
sido destacadas como uma fonte significativa de contaminagdo ambiental. O
acumulo de cadaveres em um espaco limitado contribui para a concentracao
elevada de uma gama de poluentes (FRANCO et al., 2022). Além disso, como
discutido anteriormente, diversos cemitérios estdo instalados em locais
inadequados geoldgica e geograficamente, sem infraestrutura necessaria e sem

estudos prévios sobre o impacto ambiental.
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Os cemitérios promovem impactos severos ao solo e as aguas
subterraneas e superficiais. O solo € um compartimento ambiental que se
comporta como um filtro, seja na retencdo ou dispersdao de metais, de
microrganismos e demais substéncias, inclusive as oriundas da decomposi¢ao
cadavérica (ALCANTARA et al., 2010; HOSHINO, 2020). Cemitérios com solo
arenoso tém maior potencial de lixiviagao, ao passo que solos classificados como
argilosos atuam como uma barreira fisica natural, portanto com mais capacidade
de retengao do lixiviado (CAUDURO; MULLER; RICARDO, 2019; GONCALVES
et al., 2022).

Foram realizadas por, Oliveira et al. (2019) analises quimicas, fisicas e
microbiolégicas de amostras de agua de recursos hidricos superficiais e
subterraneos préximos a um cemitério de Manaus/Brasil. Os autores detectaram
mudangas no pH e turbidez das aguas, além da ocorréncia de microrganismos
patogénicos. Nos estudos de Abia et al. (2019), amostras de solo de cemitério,
coletadas a 2 m de profundidade, apresentaram propor¢des mais elevadas de
bactérias patogénicas, quando comparadas com amostras de superficie. De
acordo com Neckel et al. (2017), a transmissao desses agentes infecciosos pode
atingir um raio superior a 400 m, além dos limites do cemitério.

O aumento exacerbado do numero de mortes no mundo, durante o
periodo da pandemia Sars COV2 de 2019, colaborou para que este cenario
ficasse ainda mais preocupante (GONCALVES et al., 2022). As consequéncias
desta contaminagdo aumentada dos solos e dos recursos hidricos por
necrochorume e agentes infecciosos ainda suscita duvida e necessidade de
investigacdo. Lins e Lins (2020), em suas discussdes sobre os possiveis
impactos negativos da pandemia a saude ambiental, concluiram que os impactos
mais severos estdo relacionados ao lixiviado gerado pela decomposi¢cao
cadavérica, seguido da possivel disseminagao do coronavirus. Alguns estudos
apontam a possibilidade de carreamento do coronavirus pelo necrochorume
(COSTA et al.,, 2020; FRANCO et al., 2022). Calmon (2020) traz ainda uma
preocupacao quanto as incertezas sobre o tempo de sobrevivéncia desse virus
no cadaver, apds o sepultamento.

A contaminacao do solo de cemitérios por metais pesados também é um
fator preocupante. Os ornamentos metalicos dos caixbes contribuem

significativamente para o aumento da concentragdo de metais no ecossistema
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edafico (GONCALVES et al., 2022; JONKER; OLIVIER, 2012). De acordo com
Neckel et al. (2017), foram encontrados diferentes tipos de metais, como Cu, Zn,
Fe, Mn, Pb e Cr, em amostras de solo de cemitérios. Os autores relatam que a
concentracdo de Pb no espaco interno do cemitério foi quatro vezes maior que
na area externa do mesmo, valores este que ultrapassaram os limites permitidos
por lei. E importante ressaltar também que caracteristicas pessoais, habitos
cotidianos e substancias utilizadas em vida pelo individuo, como idade,
tabagismos, drogas psicotropicas e farmacoldgicas, tratamentos
quimioterapicos, assim como marcapassos, restauragcdes dentarias, proteses,
bem como substancias usadas pds morte, como as de embalsamentos, os
cosméticos entre outros, também sdo acrescidos aos exsudados corporeos,
durante a decomposi¢cao cadavérica, contribuindo para a poluicdo destes
ambientes (ZYCHOWSKI; BRYNDAL, 2015).

3.4 Decomposigao cadavérica

O processo de decomposi¢cdo do corpo humano, que ocorrem em larga
escala em ambientes de cemitérios, € um dos principais responsaveis pelo
impacto ambiental desses ambientes (DENT; FORBES; STUART, 2004; IOAN
et al., 2017). A decomposi¢cado cadavérica € um processo continuo e complexo,
que envolve varios estagios quimicos da degradagdo dos tecidos moles do
cadaver, até o estabelecimento da esqueletizacdo. O tempo desta
decomposicao é dependente de variaveis ambientais que interferem no processo
da decomposigcédo (FORBES, 2008). Os fatores ambientais mais relevantes para
0 processo da decomposicado sdo a temperatura, umidade, pH e composicéo do
solo. No entanto, as caracteristicas do corpo, como idade, massa corporal,
conteudo gastrico, estado nutricional e de hidratacdo, bem como a causa da
morte e as vestimentas do cadaver também podem influenciar no tempo da
decomposicédo (COCKLE; BELL, 2017). Contudo, o processo de decomposigao
pode ocorrer de forma distinta para cada individuo, mesmo que sepultados no
mesmo ambiente (PINHEIRO, 2006).

Nos ultimos anos, houve aumento de pesquisas, sobretudo no ambito da
ciéncia forense, para desenvolvimento de metodologias que possam auxiliar no
conhecimento do processo de decomposicdo humana e estimar o intervalo pés-
morte (PITTNER et al., 2020; WILLIS; TAYLERS, 2009). Embora os estagios da
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decomposicdo cadavérica sejam subdivididos em diferentes fases, ha uma
divergéncia entre os autores em relagédo a nomenclatura e o numero de estagios
envolvidos no processo de decomposigcdao (DENT; FORBES; STUART, 2004;
GOFF, 2010; IOAN et al., 2017; VASS, 2001). Contudo, € de consenso geral que
O processo se inicia quase imediatamente apds a morte e finaliza, quando o
cadaver é reduzido a um esqueleto (FORBES, 2008; ITODO; ENEJI; KORMI,
2021).

O corpo humano é constituido por cerca de 64% de agua, 20% de
proteina, 10% de lipideos, 1% de carboidratos e 5% de minerais (DENT;
FORBES; STUART, 2004; IOAN et al., 2017). Apds a morte, o cadaver passa
por uma série de mudancgas na aparéncia e natureza fisica do corpo. O fenbmeno
conhecido como Livor mortis, € uma das primeiras alteragcdes observaveis, que
ocorre no periodo de 3-4 horas pds-morte, caracterizada pela descoloragao
(palidez) das partes superficiais do corpo. Nas primeiras 12 horas pés-morte,
inicia-se a fase denominada de Rigor mortis, caracterizada por apresentar
alteracbes quimicas nas miofibrilas dos tecidos musculares, resultando no
endurecimento dos musculos do corpo, onde normalmente permanecem rigidos
de 24 a 48 h. Concomitantemente ocorre o estagio de resfriamento do corpo (18
- 20 horas pés-morte), conhecido como Algor mortis, no qual o corpo deixa de
regular sua temperatura interna e vai se resfriando, até se aproximar da
temperatura ambiente (FORBES, 2008; GOFF, 2010; JAVAN et al., 2019).

A partir do momento em que as células do corpo séo privadas de oxigénio,
aumenta a quantidade de diéxido de carbono no sangue, o pH diminui e os
residuos se acumulam. Simultaneamente, inicia-se o processo de autdlise
celular, por acao de suas enzimas, levando a ruptura dessas células (HAU et al.,
2014). Este processo de autodigestao, que so6 € visivel ao microscopio, comega,
primeiramente, em tecidos com alto teor de enzima e agua mas,
progressivamente, afetam todos os tecidos do corpo (VASS, 2001; FORBES,
2008). A morte celular por anoxia e o consequente extravasamento das enzimas
e conteudos celulares, gera um ambiente andxico, rico em matéria organica,
condicbes ideais para o desenvolvimento de bactérias anaerdbias no trato
gastrointestinal e respiratério (IOAN et al., 2017). Assim, a fermentagao
anaerobicas que acontece no intestino, progride para os tecidos, formando
gases como dioxido de carbono, enxofre e hidrogénio, sulfeto de hidrogénio,
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metano e aménia (ONYEJIKE et al., 2022). O acumulo desses gases no intestino
vai deixando o corpo todo inflado, até ser expelido, marcando o inicio da préxima
fase, o processo de putrefagéo (IOAN et al., 2017).

A putrefagédo consiste entdo em um processo natural de reciclagem, que
envolve a destruicdo dos tecidos moles do corpo, principalmente devido a acao
de microrganismos (bactérias, fungos e protozoarios) e insetos decompositores.
Sendo assim, a putrefacéo € o resultado do catabolismo dos tecidos em gases,
liguidos e moléculas mais simples (ESTRIN-SERLUI; OSBORN, 2021). A
presséo gerada pela formagao de gases, resulta no extravasamento dos fluidos
corporais através de fissuras naturais que ocorrem no corpo, causando o
rompimento da camada externa da pele. Dentre os subprodutos significativos da
decomposicdo cadaveérica estdo a formagdo de acidos graxos, compostos
fendlicos, glicerdis e aminas biogénicas (FORBES, 2008; VASS, 2001).

Pelo processo de putrefacdo, os tecidos e os 6rgdos do corpo se
transformam em uma massa irreconhecivel, que se liquefaz, dando continuidade
ao processo de decomposicao, Esse processo de liquefagado é conhecido como
periodo coliquativo (DENT; FORBES; STUART, 2004; RAO, 2022). O processo
de liquefacéo inicia-se logo no primeiro més da decomposi¢cao cadavérica e pode
durar de 2 a 3 anos, sendo considerada uma das fases mais preocupantes em
termos ambientais e de saude publica. Este processo compreende a reducao
avancgada dos tecidos corpdreos, que resulta na liberagdo do liquido viscoso,
denominado necrochorume. Além disso, a quebra das proteinas em
subunidades mais simples, pode propiciar o crescimento de uma gama maior de
microrganismos no substrato, onde ja foram encontrados varios géneros
patogénicos (FRANCO et al., 2022; KIM et al., 2015; RODRIGUES; PACHECO,
2003).

Por fim, o ultimo dos estagios de decomposigao do corpo humano ¢é a
esqueletizagdo. Este estagio é alcangado quando todo o tecido mole do corpo
foi removido permanecendo apenas 0s 0ssOs, 0s dentes e os cabelos do
cadaver. Ainda ndo ha um periodo estimado como ponto final definitivo para esta
fase. Neste quesito, ainda ha divergéncias entre os autores, cujas citagdes
variam de meses até anos. Além disso, deve-se considerar que existem também
variacdes relacionadas a fatores intrinsecos (cadaver) e extrinsecos (ambiente)
do processo de decomposi¢ao (ZHANG; PARKER, 2015).
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O processo de decomposicdo também pode apresentar situagao
an6malas, como estagios de decomposic¢ao distintas entre as partes do corpo,
como, por exemplo, o cranio ja esqueletizado e o abdémen ainda em liquefacgéo,
0 que dificulta a determinacdo da duragcédo de cada estagio da decomposigéo
(IOAN et al., 2017). Em condi¢des favoraveis, corpos que n&o estdo em tumbas
ou caixdes podem desaparecer completamente, devido aos 0ssos sofrerem
quebra fisica, serem descalcificados e até mesmo dissolvidos pela agao da agua
e do acido presentes no local. Ao passo que, em determinadas situagoes
especificas de exposicdo ambiental, os corpos podem tornar-se fossilizados por
tempo indeterminado, como ocorre por exemplo nos processos de mumificacao
e saponificacdo (ZHANG; PARKER, 2015).

3.5 Necrochorume

O necrochorume € um liquido viscoso resultante da putrefacdo humana,
considerado o contaminante mais abundante e de maior complexidade de
ambientes cemiteriais (GONCALVES et al., 2022). Este liquido é caracterizado
pela coloracdo castanho-acinzentada, odor fétido e elevado indice de
patogenicidade (BAUM et al., 2022). O pH pode variar de 5 a 9 e sua temperatura
entre 23° e 28°C. A densidade média (1,23 g/ cm?®) é maior que a da agua, o que
favorece a formacdo de plumas de contaminagdo. A composi¢cdao do
necrochorume é majoritariamente de agua (60%), mas apresenta 30% de sais
minerais e 10% de substéncias orgénicas, dentre elas as AB cadaverina
(CsH14Nz2) e putrescina (C4H12N2) (ALCANTARA et al., 2010; GONCALVES et al.,
2022).

De acordo com Oliveira et al. (2019), um corpo de aproximadamente 70
kg, pode liberar de 30 a 40 litros de necrochorume. Estima-se que a liberagao
deste lixiviado pode ocorrer até 2,5 anos apds o sepultamento, sendo mais
significativo durante os primeiros 5 a 8 meses do sepultamento. O necrochorume
pode carrear contaminantes quimicos e microbioldgicos. Dependendo das
caracteristicas geoldgicas do local, este liquido pode se infiltrar no solo e atingir
aguas subterrédneas. Ele pode ainda contaminar, por escoamento, aguas
superficiais, como rios e reservatorios, cuja contaminagéo pode se estender por

longas distancias e até afetar redes de distribuicdo de agua. O necrochorume se
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caracteriza hoje, como uma das principais preocupag¢des da contaminagao
advindo de cemitérios (CRISANTO-PERRAZO et al., 2022).

3.6 Aminas biogénicas

As AB sao compostos nitrogenados, de baixo peso molecular, cuja
estrutura quimica contém um ou mais grupos amina (NH2) (CHENG; SUN;
CHENG, 2016). Sao substancias naturalmente sintetizadas, que participam do
metabolismo celular de microrganismos, plantas e animais. A liberacdo dessas
aminas se da por processos bioquimicos de descarboxilagcdo de aminoacidos,
intermediado por enzimas da familia das descarboxilases (WOJCIK;
LUKASIEWICZ; PUPPEL, 2020). Os fatores que determinam a formacéo de AB
incluem a disponibilidade de aminoacidos livres e a presenga de microrganismos
que atuam no processo de descarboxilacdo (YOON et al., 2015).

Segundo Park; Lee e Mah (2019), as AB podem ser divididas, pelo (I)
numero de grupamentos amina, em : monoaminas (tiramina, octopamina,
dopamina, norepinefrina, histamina, triptamina, serotonina), diaminas
(cadaverina e putrescina), e poliaminas (agmatina, espermina, espermidina,
putrescina); (II) estrutura quimica: alifaticas (putrescina, cadaverina, agmatina,
espermina, espermidina), aromaticas (feniletilamina, octopamina, dopamina,
norepinefrina) e heterociclicas (serotonina, histamina e triptamina).

As AB sao substancias essenciais para a manutencado da viabilidade
celular, bem como para o bom funcionamento metabdlico dos organismos, pois
agem, principalmente, como neurotransmissores ou horménios (WOJCIK;
LUKASIEWICZ; PUPPEL, 2020). Essas aminas participam de atividades como
sintese de proteinas, horménios e acidos nucleicos; diferenciacao, crescimento
e proliferacéo celular; e manutengao da pressao arterial e temperatura corporal
(JAGUEY-HERNANDEZ et al., 2021). Além disso, de acordo com Wojcik;
tukasiewicz e Puppel (2020), elas também podem influenciar na estabilidade da
membrana, bem como na resposta ao estresse e senescéncia.

Em contrapartida, niveis elevados dessas AB, comumente encontrados
em produtos ricos em proteinas (carnes e derivados), derivados de processos
fermentativos (vinho e cerveja) e de longa maturagdo (queijo), revelam-se

téxicos e incluem sintomas como intoxicacao alimentar, diarreia, vomitos, dores
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de cabeca, sudorese ou taquicardia (DEL RIO et al., 2019; OZCELIK; TEMEL;
KALE, 2020). Além disso, pela presenca de nitritos, podem acelerar processos
carcinogénicos devido a formacgao de nitrosaminas. Portanto, o alto teor de AB é
considerado um marcador do nivel de contaminagdo microbiolégica dos
alimentos, que causam efeitos toxicos em humanos (CHENG; SUN; CHENG,
2016; DOEUN; SHIN; CHUNG, 2016).

3.6.1 Cadaverina

Dentre as AB derivadas do processo de decomposi¢cao cadavérica,
encontra-se a diamina alifatica cadaverina (CsH14N2- 1,5 Diaminopentano). Esta
diamina é sintetizada por uma via exclusiva e independente em todos os
organismos, frequentemente presente em todas as células (MORADI et al.,
2022). A CAD é produzida pela descarboxilagdo do aminoacido lisina
intracelular, pela acdo da enzima lisina descarboxilase (LDC) (BAGNI;
TASSONI, 2001; KIM et al., 2015) (Figura 1). Os sitios nucleofilicos e a natureza
catibnica da CAD permitem sua interagdo com moléculas polianiénicas, incluindo
os acidos nucleicos, proteinas, enzimas e fosfolipidios, podendo assim afetar a
estabilidade dessas moléculas (KUMAR et al., 2021; MORADI et al., 2022).

Lisina 0 Cadaverina

LDC

HN OH —> HN_"~_ "~ _NH; + CO,

NH,

Figura 1. Biossintese de cadaverina, a partir da descarboxilagdo do aminoacido lisina pela
enzima lisina descarboxilase. Adaptado de Hara, 2016.

Desde o inicio do século passado, a CAD tem sido citada como uma
substancia que pode causar inflamagdes e até mesmo necrose em tecidos vivos
(GONCALVES et al., 2022). De acordo com Sanz-Vicente et al. (2020), a CAD é
responsavel pela producdo de nitrosopiperidina, composto considerado
carcinogénico para diferentes espécies animais. Além disso, pode ser
considerada um marcador bioquimico de doengas como cancer, diabetes, artrite
e fibrose cistica (GONCALVES et al., 2022; TETI; VISALLI; MCNAIR, 2002).
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Outro efeito importante desta diamina € a potencializacéo da toxicidade de outras
AB, como a histamina e tiramina (DONATO et al., 2022).

Estudos realizados por Hara (2016) indicam que diferentes concentragbes
de CAD foram genotdxicas para o bioindicador A. cepa. A autora observou
induc&o significativa de aderéncias cromossémicas e formacdo de células
binucleadas, nos ensaios realizados com células meristematicas deste
bioindicador. Também foi observado no mesmo estudo, efeito citotdéxico desta
diamina para diferentes linhagens celulares. Gongalves (2022) observou, em
linhagens celulares de anfibios e de humanos, potencial citogenotoxico e
mutagénico para combinagdes das aminas CAD e PUT.

De Souza (2021) realizou uma simulagdo de contaminagao por
necrochorume, por meio de inumacgao de carcaga suina em solo isento de
contaminagao (solo referéncia). Ensaios realizados com amostras de solos
mostraram que houve alteracdo no desenvolvimento da raiz e do hipocétilo de
Lactuca sativa portanto, foram fitotoxicos, e induziram alteragdes
cromossOmicas e nucleares em células meristematicas de A. cepa (potencial
citogenotoxico).

Embora os estudos envolvendo o potencial risco dos subprodutos
gerados pela decomposig¢ao cadavérica ainda sejam escassos (TAVARES et al.,
2020), os impactos da contaminagédo por componentes do necrochorume, vém
despertando cada vez mais interesse na comunidade cientifica. A CAD, mesmo
sendo reconhecida como substancia toxica, tem sido pouco estudada, quanto ao
potencial poluidor para solos e corpos d’agua, como para 0s perigos que
representa para os organismos eventualmente expostos. Até o momento, existe

pouco referencial tedrico que avalie a ecotoxicidade deste composto.

3.6.2 Putrescina

A poliamina alifatica putrescina (C4H12N2 - 1,4 Diaminobutano) também é
uma das AB resultantes do processo de putrefagdo dos corpos. A PUT é
sintetizada a partir de duas vias distintas. A mais comum € a partir do aminoacido
ornitina, pela reacdo catalisada pela enzima ornitina descarboxilase (ODC)
(Figura 2). A ornitina, por sua vez, &€ produzida pela clivagem do aminoacido
arginina, catalisada pela arginase (NECKEL et al., 2017). Na segunda via de
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sintese da PUT, a arginina é convertida em agmatina, que pode ser convertida
diretamente em PUT, pela enzima agmatinase. Segundo Gonzalez-Hernandez
et al. (2022), a PUT desempenha processos fisioldgicos imprescindiveis para
manutencao celular. Ademais, esta poliamina € uma substancia central na via
biossintética das poliaminas mais abundantes na natureza.

Ornitina 0

oDnc Putrescina

HoN OH —2> HNN<_"~_"\NH, + CO,
NH,

Figura 2. Biossintese de putrescina a partir da descarboxilagdo do aminoacido ornitina pela agéo
da enzima ornitina descarboxilase. Adaptado de Hara, 2016.

Essa AB, quando em concentragdes inadequadas para os organismos,
tem se mostrado fortemente associada ao aparecimento de neoplasias no
intestino. De acordo com Gerner e Meyskens (2004) e Gongalves et al. (2022),
existem evidéncias de que as AB tém um papel importante na inducdo de
tumores malignos. A PUT pode também ser convertida em pirrolodina, que na
presencga de nitrito, pode formar N-nitrosopirrolidina, uma substancia do grupo
das nitrosaminas, reconhecidamente carcinogénica para animais e,
principalmente para humanos (ABDOLLAHI, SOLGI, KARAMI-MOHAJERI,
2014). Além disso, ambas as aminas putrefativas, CAD e PUT, quando
degradadas, podem gerar amoénia ionizada, nitrito e nitrato que, em altas
concentracdes, sao altamente poluentes e toxicos para o meio ambiente e seres
humanos.

Goes et al. (2021) avaliaram os efeitos de doses crescentes de putrescina
injetadas em ovos sobre a eclosdo dos mesmos. Os autores relataram a
diminuicdo da eclosdo dose dependente (menor eclosdo/ maiores doses). O
vitelo residual também foi menor nos animais que receberam PUT, quando
comparados ao controle.

De acordo com Pereira (2017), células meristematicas de A. cepa
expostas a concentragdo de 23 mg.L"' de PUT, apresentaram aumento na
frequéncia de micronucleos e de aderéncia cromossOmica, indicando agao

aneugénica desta substancia. Este mesmo autor relata a indugédo de estresse
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oxidativo, citotoxicidade e genotoxicidade da PUT para células HepG2. Além
disso, a amina induziu efeitos deletérios sobre o sistema reprodutor de ratos
Wistar machos.

Considerando a presenca de PUT no ambiente e a falta de referencial
tedrico acerca de seu potencial téxico, fica evidente a necessidade de mais
pesquisas envolvendo a contaminagao de cemitérios. Para isso, sdo necessarios
o uso de diferentes ensaios capazes de elucidar as potencialidades toéxicas
destas substéncias (NECKEL et al., 2021).

3.7 Cemitério tradicional x Cemitério ecolégico

As praticas funerarias atuais nao diferem significativamente das que
ocorriam ha 50 anos atras, quando a populacdo mundial era a metade da atual
(SCALENGHE; PANTANI, 2020). Dentre os tipos de cemitérios, destacam-se os
horizontais e verticais. O cemitério horizontal € o mais comum de se encontrar
no Brasil e em varios outros paises do mundo. Nesta pratica, os corpos sao
sepultados de forma subterrédnea, cujos tumulos, jazigos e placas de
homenagem ficam dispostos em uma area aberta. Em contrapartida, o cemitério
vertical é construido em prédios com um ou mais pavimentos, onde 0s corpos
ficam dispostos em gavetas, sem contato com o solo (ALBERTIN et al., 2013).
De acordo com Mcgowan e Prangnell (2015), os cemitérios verticais podem ser
a forma mais viavel de mitigar os impactos ambientais desses ambientes.

A cremacgao € uma outra maneira de dispor cadaveres, como alternativa
ao enterro, que tem sido a forma dominante de disposicao corporal na Holanda
(KLAASSENS; GROOTE, 2014). No entanto, os cemitérios s&o, além do local de
enterro de cadaveres, o local onde as memarias dos mortos sdo sustentadas por
monumentos funerarios duradouros. Talvez, esta seja a principal razdo das
pessoas preferirem o enterro a cremagado (CLAYDEN; DIXON, 2007). A
cremacgido tem também seus problemas, do ponto de vista ambiental, pois
possuem uma pegada energética alta e libera poluentes na atmosfera (ANNA;
KOSIACKA-BECK, 2020). Portanto, os impactos ambientais gerados tanto pela
cremacdo, como pelo enterro de cadaveres, sdo os motivos que levaram o
surgimento do conceito de “eco-cemitério”, também conhecido como “enterro
verde” (SCALENGHE; PANTANI, 2020; USLU; BARI; ERDOAN, 2009).
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Os objetivos principais dos cemitérios ecoldgicos sdo estabelecer praticas
para minimizar impactos ambientais e apresentar novas abordagens e métodos
mais sustentaveis de sepultamentos. Neste contexto, discute-se sobre praticas
mortuarias voltadas para a sustentabilidade ambiental e a mitigagdo de impactos
sobre as aguas subterraneas, fauna e flora existentes na area do enterro (ANNA;
KOSIACKA-BECK, 2020). Dentre as alternativas, podemos citar a utilizagdo de
materiais biodegradaveis na fabricagdo de caixdes e a realizagao do tratamento
quimico do cadaver durante o enterro, para evitar a poluigdo do meio ambiente
(NECKEL et al., 2017; USLU; BARI; ERDOAN, 2009). Além disso, os eco-
cemitérios costumam usar sepulturas que nao interferem na paisagem natural,
sendo as arvores ou arbustos utilizados como marcadores nativos da paisagem.
Questdes de escolha do local do cemitério, formas de enterro, construcdo do
tumulo e desenho estrutural/vegetal também s&do abordagens dos eco-cemitérios
(MCGOWAN; PRANGNELL, 2015).

Foi realizado por Neckel et al. (2017) um estudo que buscou o modelo de
cemitério ideal. Os autores consultaram, na forma de questionario, 80
pesquisadores sobre o assunto. As respostas dos entrevistados foram unanimes
em sugerir cemitérios verticais como melhor op¢do de minimizar o potencial
poluidor desses ambientes. De acordo com os relatos da pesquisa, a construcéo
de cemitérios verticais contribui para o aproveitamento de espaco e permite o
tratamento do necrochorume e gases liberados durante o processo de
decomposicao. Essa tipologia de cemitério € uma tendéncia na Europa, Estados
Unidos e Japao, mas ainda limitada e preocupante no Brasil (ALBERTIN et al.,
2013). Outra questao considerada no estudo de Neckel et al. (2017) é que o
planejamento urbano deve levar em consideragdo a contaminagdo que o0s
cemitérios causam nas cidades. Assim, os planejadores podem repensar em
novas estratégias e manter a populagao informada sobre os riscos existentes de
residir nas proximidades de cemitérios. Os autores ainda alertam sobre a
necessidade de se encontrar formas de obrigar os cemitérios antigos a
cumprirem os critérios de licenciamento ambiental pré-estabelecidos pela

legislagao, para que possam continuar funcionando (NECKEL et al., 2017).

3.8 O uso de bioindicadores na toxicologia ambiental
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3.8.1 Lactuca sativa

As plantas sao consideradas excelentes sistemas-teste a serem usados
em monitoramento ambiental. Sdo organismos de alta sensibilidade cujos
ensaios sao mais faceis de serem realizados, quando comparados aos
experimentos que utilizam animais (FERNANDES; MAZZEO; MARIN-
MORALES, 2007). Sobretudo, ainda ndo esbarram em questdes éticas na
pesquisa.

A espécie Lactuca sativa L. (alface) é uma dicotiledonea da familia
Asteraceae muito utilizadas e bem avaliadas como bioindicadora de
monitoramento da ecotoxicidade de poluentes ambientais (ARAGAO et al.,
2021a). E uma espécie de planta modelo que tem se destacado em estudos de
fitotoxicidade, sendo recomendada por varias agéncias ambientais
internacionais (1ISO, 1995; OECD, 1984; USEPA, 1996).

Os bioensaio com L. sativa, além da facil realizagéo ja citada, permite a
obtencgao de resultados em curto espaco de tempo. O seu grande uso se deve a
sua sensibilidade a diferentes substancias potencialmente tdxicas,
cromossomos de facil visualizagao e rapida proliferacédo celular. Além de permitir
testes macro e microscépicos simultaneamente (ARAGAO et al., 2021a).

De acordo com Park et al. (2016), a avaliagdo da fitotoxicidade com este
bioindicador é realizada por meio de testes macroscopicos, que avaliam a taxa
de germinacgao de sementes e a inibigdo do crescimento radicular. Estes testes
tém a vantagem de serem de facil e rapida execugao, bem como de baixo custo.
Alteracbes citogenéticas também podem ser claramente observadas e avaliadas
com esse bioindicador, devido ao seu baixo numero cromossémico (2n = 18) e
caracteristica cariotipica favoraveis para observagado microscopica (VIEIRA;
MARCON; DROSTE, 2022).

3.8.2 Allium cepa

A espécie A. cepa apresenta caracteristicas citogenéticas interessantes,
que permitem avaliar o potencial citogenotdéxico de contaminantes, por
alteracbes das células do meristema radicular da planta. Os ensaios de
toxicidade realizados com este bioindicador sao de rapida execucgao, de baixo

custo e altamente preditivos sendo, portanto, indicados para serem aplicados
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em avaliacdo e monitoramento de toxicidade ambiental (AGUIAR; ANDRADE-
VIEIRA; DE OLIVEIRA DAVID, 2016; ARAGAO et al., 2021b).

Varias espécies de plantas sao utilizadas em ensaios de toxicidade, no
entanto, os bioensaio com a espécie A. cepa (cebola), s&o os mais bem
estabelecidos, sobretudo na area da citogenética (PALMIERI et al., 2016). Os
ensaios realizados com essa espécie permitem avaliar o potencial citotoxico,
genotéxico e mutagénico tanto de compostos quimicos como de amostras
complexas, como as ambientais. Os cromossomos desta planta s&o grandes, em
pequeno numero (2n = 16) e facilmente corados, o que facilita a avaliagdo de
danos cromossémicos e/ou disturbios na divisdao celular (LEME; MARIN-
MORALES, 2008).

A citotoxicidade de um poluente pode ser estimada pelos resultados
obtidos nos ensaios de indice mitotico (IM), realizados com células
meristematicas de A. cepa. IM significativamente menores que os registrado nos
testes controle negativo podem indicar que a amostra ou substancia testada esta
interferindo nos processos de crescimento e desenvolvimento do organismo,
enquanto que IM elevados indicam indugéo acentuada da divisao celular que, se
ocorrer de forma descontrolada, pode levar a processos de tumoracao
(HOSHINA; MARIN-MORALES, 2009).

O ensaio de alteragdes cromossdmicas, realizados com células
meristematicas de A. cepa, pode ser realizado durante todo o ciclo celular. Este
ensaio pode inferir o modo de agdo da substancia testada (aneugénica ou
clastogénica), conforme o tipo de alteragdo observada (GUPTA et al., 2022).
Vale salientar que, os ensaios utilizados com esta espécie fornecem informacdes
que apresentam alta correlagdo com outros sistemas bioldgicos usados para

este fim, incluindo os testes com mamiferos (HARA, 2016).

3.8.3 Folsomia candida

As substancias quimicas provenientes de atividades antropicas podem
chegar ao solo pela liberagéo direta de contaminantes nestes ambientes, ou por
vias indiretas, como sedimentagcdao de poluentes atmosféricos; carreamento
desses poluentes pela dgua de chuva; ou por emissdes de efluentes em recursos
hidricos, que percolam no solo. Toda essa carga de poluente que chega ao solo
pode comprometer a qualidade do sistema edafico e prejudicar todos os niveis
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troficos da biota terrestres (BHAGAT; NISHIMURA; SHIMADA, 2021). Por todas
essas vias de chegada de contaminantes do solo, pode-se afirmar que a poluigéo
quimica destes ambientes é continua, o que leva a uma necessidade de
avaliacdo constante, tanto dos niveis de contaminagdo como do potencial de
risco desses ambientes, para que se possa evitar o comprometimento da cadeia
trofica do solo (LAVADO et al., 2022).

A utilizacdo de diferentes invertebrados de ambientes edaficos como
indicadores da qualidade ou toxicidade do solo € uma estratégia interessante
para investigar os efeitos ecotoxicolégicos de poluentes desses ambientes
(BAKKER et al., 2022). Os testes recomendados e padronizados para este fim,
incluem organismos como: minhocas (Eisenia andrei e E. fetida), colémbolos
(Folsomia candida e F. fimetaria), enquitreideos (Enchytraeus albidus e E.
crypticus), acaros (Hypoaspis aculeifer) e isopodos (Porcellio scaber e
Porcellionides pruinosis). Estes organismos sao reconhecidos pela sensibilidade
de detectar alteragdes antrépicas em ecossistema terrestre (KONESTABO et al.,
2022).

Dentre os organismos citados, destacam-se o pequeno artrépode
pertencente a classe Collembola, da espécie F. candida. Os colémbolos se
tornaram uma espécie modelo em ensaios ecotoxicologicos desde 1960 (VAN
GESTEL, 2012). Esses organismos compreendem um grupo de microartrépodes
da mesofauna do solo, muito comum e difundido em solos de todo o mundo
(FOUNTAIN; HOPKIN, 2005). Sao organismos que atuam, principalmente, na
decomposi¢cado da matéria organica, sendo, portanto, fundamentais na ciclagem
de nutrientes e fertilidade desses ambientes (LAVADO et al., 2022). Seu curto
ciclo de vida, facil manutengdo em laboratério e a capacidade de reprodugao
partenogenética faz com que esses organismos sejam excelentes bioindicadores
para estudar parametros individuais e populacionais de impacto ambiental, em
um unico experimento (FOUNTAIN; HOPKIN, 2005). Essa espécie teve seu
genoma sequenciado, o que facilitou o desenvolvimento de ferramentas
moleculares para estudar as respostas genémicas a poluigdo (BAKKER et al.,
2022).

Folsomia candida é uma das espécies mais utilizadas para avaliacao de
risco ambiental, principalmente devido a padronizagdo dos testes de
comportamento de fuga (ISO 17512-2) e de reprodugéao (ISO 11267). Além disso,
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os colémbolos respondem a uma variedade de fatores ambientais e ecologicos
(NATAL-DA-LUZ et al., 2012). O comportamento de fuga € um teste cada vez
mais frequente na avaliagao da ecotoxicologia terrestre. Além dos resultados em
curto periodo, o ensaio indica a existéncia de condigdes desfavoraveis do
ambiente (ZORTEA et al., 2016). De acordo com Tina (2021), quando um
organismo € exposto a um determinado contaminante, um dos primeiros
mecanismos de defesa é a fuga. Portanto, a evitagdo de solos contaminados é
um comportamento natural de organismos de habito terrestre, devido a relagéo
existente entre a biodisponibilidade dos poluentes e a qualidade do solo
(OLIVEIRA, 2021). Em contrapartida, a avaliagdo da toxicidade crénica (teste de
reproducao por 28 dias) tem por objetivo avaliar os efeitos de uma determinada
substéncia, sobre a quantidade de juvenis gerados, a partir da exposi¢cao de
individuos adultos (JU; ZHU; QIAO, 2019).

3.8.4 Danio rerio

O zebrafish (Danio rerio) € um peixe teledsteo tropical, pertencente a
familia Cyprinidae. A espécie foi introduzida como modelo animal em estudos
genéticos no inicio dos anos 80 e emergiu rapidamente como modelo chave na
toxicologia aquatica (FITZGERALD et al.,, 2021; WALKER; STREISINGER,
1983). O zebrafish tem sido muito utilizado em ensaios ecotoxicoldgicos, para
elucidar efeitos de contaminantes, uma vez que a espécie reage com grande
sensibilidade &s mudancas ambientais (CAMPOS-SANCHEZ; ESTEBAN, 2021).
Além disso, sdo usados como modelo para o estudo de diferencas doencas
humanas, devido ao alto grau de similaridade genética com humanos (GARCIA-
MORENO et al., 2019).

O modelo experimental zebrafish possui diversas vantagens sobre o
modelo com roedores, incluindo o baixo custo para manutencao, alta taxa de
fecundidade (aproximadamente 200 ovos por acasalamento), rapido
desenvolvimento embrionario (cérebro, coragao, figado, pancreas, rins, 0Ssos,
musculos e sistemas sensoriais funcionando, 5 dias apds a fertilizagdo) corpo
transparente e clareza optica do embrido, assim como tamanho pequeno, que
permite facil manuseio de espécimes no laboratério (CHOI et al., 2021; KIMMEL
et al.,, 1995). Tal fato aumenta o potencial de entendimento dos efeitos de

poluentes ambientais sobre o comportamento de populagdes aquaticas, além de
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incorporar o principio dos 3R’s na experimentag&o animal, incluindo o potencial
de reducgao, refinamento e substituicdo (PARKER, 2016).

O teste de toxicidade aguda em embrides de peixes (FET) foi
desenvolvido como uma alternativa ao teste de toxicidade aguda realizada com
peixes adultos/juvenis. Esses testes sdo importantes para a avaliagdo do
comprometimento de poluentes sobre as fases de crescimento, reproducgao e
sobrevivéncia dos organismos aquaticos (BOWLEY et al., 2022). De acordo com
Zhou et al. (2018), muitos contaminantes podem afetar o desenvolvimento de
embrides e larvas de zebrafish. Com isso, o teste FET destina-se a determinar a
toxicidade aguda de substancias quimicas sobre os estagios embrionarios de
peixes (OECD 236, 2013). A duracéo de 96 horas do ensaio permite a avaliagao
de parametros como mortalidade, formacado de edemas, frequéncia cardiaca,
taxa de eclosao, absorgao do saco vitelinico, locomogéo e natagéo (VALLIM et
al., 2022).

3.8.5 Daphnia magna

Para os testes de ecossistemas aquaticos e terrestres, € importante que
os bioindicadores selecionadas sejam espécies-chave para o nivel tréfico que
esta sendo avaliado (LOVERN; KLAPER, 2006). Os crustaceos de agua doce,
Daphnia magna e Ceriodaphnia dubia, s&o organismos filtradores com
capacidade de absorver e ingerir pequenas particulas suspensas na agua.
Aljaibachi e Callaghan (2018) relatam que estes organismos podem filtrar até
400 mL de agua por dia, por isso, ttm maior potencial de serem afetados pela
ingestao de particulas toxicas presentes na agua, em comparagdo com outros
organismos.

A espécie D. magna, conhecida como pulga d’agua, € membro importante
do zooplancton de lagos e ocupa uma posig¢ao critica na cadeia alimentar, pois
servem de alimento para peixes juvenis (TKACZYK et al., 2021). Além disso, sdo
consumidores primarios que se alimentam basicamente de algas, embora
também sejam capazes de consumir bactérias, rotiferos e nauplios e copépodes.
Particulas de 1-70 ym de tamanho também sao facilmente ingeridas (SHAFIEE
et al., 2021).

D. magna é amplamente utilizada em estudos ecotoxicoloégicos por varias

organizagdes ambientais, incluindo a Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA
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(USEPA) (LOVERN; KLAPER, 2006). Isso se deve, principalmente, a sua
sensibilidade a estressores externos, reproducio rapida, natureza reprodutiva
partenogenética e facilidade de serem mantidas em laboratério (XU et al., 2020).
As particulas de poluentes ingeridas por estes organismos podem interferir na
fisiologia, capacidade de alimentagcdo, crescimento, reprodugdo e/ou
sobrevivéncia dos espécimes (ALJAIBACHI; CALLAGHAN, 2018). Portanto, D.
magna possui uma conexao vital na cadeia alimentar, ficando entre as algas que
consomem e o0s peixes de importancia ecoldégica e econbmica que o0s
consomem. Com isso, torna-se imprescindivel compreender a resposta toxica
destes organismos, aos poluentes ambientais (LOVERN; KLAPER, 2006).
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Substancias quimicas avaliadas

Para o desenvolvimento dos bioensaios foram utilizadas as substancias
quimicas sintéticas cadaverina (1,5-Diaminopentano, férmula molecular
CsH14N2, peso molecular 102,18 g/mol, pureza de 97%, CAS n°. 462-94-2,
Sigma-Aldrich) e putrescina (1,5-Diaminobutano, férmula molecular C4H12Nz2,
peso molecular 88,15 g/mol, pureza de 99% CAS n°. 110-60- 1, Sigma-Aldrich).
Todos os experimentos foram conduzidos com diferentes concentragdes das AB
CAD e PUT, testadas de forma individual ou associadas entre si (CAD + PUT).

4.2 Amostras de solo e capacidade de retengao de agua (WHC)

As amostras de solo (latossolo) utilizadas como substrato para os
experimentos com os bioindicadores A. cepa, L. sativa e F. candida foram
coletadas no Jardim Experimental da Universidade Estadual Paulista.

Para o calculo da capacidade maxima de reten¢ao de agua no solo (Water
Holding Capacity — WHC), cadinhos de 25 mL foram preenchidos com solo e
submersos em um recipiente com agua, por um periodo de 2 h. Em seguida,
para drenar a agua, os cadinho foram colocados sobre um recipiente, por mais
2 h. Posteriormente, os cadinhos foram colocados em estufa a 105 °C, até obter
massa constante. A capacidade de retengédo de agua do solo foi entdo calculada
através da porcentagem de massa seca. Para os testes realizados com as
espécies A. cepa e L. sativa foram estabelecidos WHC (70%), ja para a espécie
F. candida o WHC estabelecido foi de 45%.

4.3 Bioensaio com Allium cepa

Para avaliacdo da citotoxicidade, genotoxicidade e potencial mutagénico
de CAD e PUT, cem sementes de A. cepa (variedade Baia Periforme -marca
Isla®) foram submetidas a germinagéao em placas de Petri, contendo 30 g de solo
contaminados artificialmente, de acordo com as concentragdes descritas na
Tabela 1.
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Tabela 1. Concentragdes (C1- C5) de cadaverina, de putrescina e das associa¢gdes de ambas
(CAD + PUT) utilizadas nos bioensaios realizados com A. cepa.

Concentragoes (mg/kg) de solo
[ 1 C1 c2 c3 c4 c5
Cadaverina 200 400 600 800 1000
Putrescina 200 400 600 800 1000
CAD + PUT 600 + 200 600 + 1000 1000 + 200 1000 + 1000 -

Os bioensaios foram realizados em triplicata e de forma inteiramente
casualizada. Para o controle negativo (CN), o solo foi umedecido com agua
destilada e para os controles positivos (CP) com uma solugdo aquosa de
Metilmetano sulfonato (MMS - 10 mg/L) e de Trifluralina (0,84 mg/L).
Posteriormente, as placas foram incubadas em B.O.D por 5 dias, a temperatura
controlada (22°C £ 2°C), com fotoperiodo de 12h.

Apoés o periodo de germinacgao, as radiculas com aproximadamente 2 cm
de comprimento foram coletadas e fixadas em Carnoy (etanol: acido acético
glacial, 3:1, v/v), por um periodo de 6 h, em temperatura ambiente.
Posteriormente, foi realizada a troca do fixador por um recém-preparado, onde
as sementes germinadas foram armazenadas a 4 °C, até sua utilizagdo na

confeccéo de laminas.

4.3.1 Testes de Aberragdoes Cromossomicas e de Micronucleos

A realizacdo das analises citogenéticas, pelos ensaios de Aberragdes
Cromossémicas (AC) e de Micronucleos (MN), foram feitas de acordo com o
protocolo de Grant (1982), com algumas modificagdes. Primeiramente, as raizes
foram passadas por trés banhos de 3 minutos em agua destilada. Em seguida,
as raizes foram submetidas a uma hidrdlise acida em HCI 1N a 60 °C, durante
10 minutos, e lavadas em agua destilada. Posteriormente, as raizes foram
submetidas em reativo de Schiff, por duas horas, e apds esse periodo, foram
lavadas em banhos consecutivos de agua destilada até a retirada do excesso de
Schiff. Em seguida, as raizes foram dispostas em laminas, e os meristemas
radiculares foram seccionados em uma gota de carmim acético (2%). Os

meristemas foram recobertos com laminula e suavemente esmagados. Por fim,
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as laminulas foram extraidas em nitrogénio liquido e as laminas montadas com
resina sintética, para posterior observagao em microscopio.

O efeito citotéxico das substancias-teste foi avaliado pelo teste do indice
mitotico (IM), cuja porcentagem de divisdo foi calculada pela razdo entre o
numero de células em divisdo e o numero total de células avaliadas. A
genotoxicidade foi avaliada pelo ensaio de AC (perda, ponte, broto, aderéncia
cromossOmica, C-metafase, entre outros) e anormalidades nucleares (nucleo
lobulado e poliploide). Ja para o potencial mutagénico, foram consideradas as
quebras cromossOmicas e 0os micronucleos. As analises das laminas foram
realizadas em microscoépio de luz. Foram contadas 12 laminas/tratamento, 500
células por lamina, totalizando 6.000 células/tratamento. Os resultados das
diferentes concentra¢des foram comparados com os dados do controle negativo,

e a analise estatistica foi realizada pelo teste de Mann Whitney (p<0,05).

4.4 Bioensaio com Lactuca sativa

Os bioensaios com a espécie L. sativa (variedade Grand rapids — Isla®)
foram realizados de acordo com a metodologia proposta por Sobrero e Ronco
(2004). Para este ensaio, 20 sementes de L. sativa foram submetidas a
germinagdo em placas de Petri, contendo 30 g de solo contaminados

artificialmente, de acordo com as concentragdes apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2. Concentragdes (C1- C5) de cadaverina, de putrescina e das associa¢gdes de ambas
(CAD + PUT) utilizadas nos bioensaios com L. sativa.

Concentragoes (mg/kg) de solo

[ ] c1 c2 c3 ca c5
Cadaverina 200 400 600 800 1000
Putrescina 600 700 800 900 1000

CAD + PUT 400 + 400 400 + 1000 1000 + 400 1000 + 1000 -

Os bioensaios foram realizados em friplicata de forma inteiramente
casualizada. As placas foram incubadas em B.O.D por 120 h, a temperatura de
22 °C £ 2 °C, sem fotoperiodo. O CN foi realizado com agua destilada e o CP
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com sulfato de zinco heptahidratado (0,05M). Apds o periodo de incubacéo,
foram contabilizadas as sementes germinadas, para obtengao da porcentagem
e indice de germinacdao (IG) (GONCALVES et al., 2020; TIQUIA; TAM;
HODGKISS, 1996).

O comprimento das radiculas e dos hipocaétilos das sementes germinadas,
foram aferidos com o auxilio de um paquimetro digital e comparadas,
estatisticamente, com os dos controles, para analise de crescimento inicial de
plantas. Para a analise de significancia das diferencas registradas para a
germinagao, o comprimento da radicula e do hipocoétilo, foi utilizado o teste ndo

paramétrico de Mann-Whitney (p<0,05).

4.5 Bioensaio com Folsomia candida

Os exemplares de F. candida, utilizados nos ensaios de toxicidade do solo,
foram obtidos de culturas sincronizadas, ja estabelecidas no Laboratério de
Mutagénese Ambiental — Unesp. Os individuos foram mantidos em potes de
plastico, com pequenas perfuragdes na superficie para permitir a troca gasosa.
O substrato de criagédo consiste em uma mistura homogénea de gesso e carvéo
ativado (proporcao de 10:1, respectivamente). Os organismos foram dispostos
em B.O.D a 20 + 2°C, com fotoperiodo de 12 h e alimentados com fermento
bioldgico (Saccharomyces cerevisiae), duas vezes por semana. Gotas de agua
destilada também foram adicionadas nos potes semanalmente, para manter o
teor de umidade. Além disso, foi induzida a reproducao dos colémbolos. A coleta
de ovos foi realizada, semanalmente, com o objetivo de manter as culturas
sincronizadas.

A contaminagdo do solo foi realizada, artificialmente, com solugbes
aquosas das AB, cujo volume foi calculado para atingir 45% da capacidade de
campo do solo (WHC), como descrito no item 4.2. As concentragdes definitivas
foram estabelecidas de acordo com os resultados preliminares de mortalidade
(0; 1; 10; 100 e 1000 mg/kg solo). Na tabela 3 estdo apresentadas as
concentragdes definitivas de CAD e PUT (isoladas e em conjunto) para o teste

de fuga e reprodugao.
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Tabela 3. Concentragdes expressas em mg kg' de cadaverina, putrescina e associagdes de
ambas as substancias utilizadas nos ensaios de fuga e reprodugédo com F. candida

Concentragoes (mg/kg) de solo
[ 1 C1 c2 c3 c4 c5
Cadaverina 200 400 600 800 1000
Putrescina 600 700 800 900 1000
CAD + PUT 200 + 600 600 + 1000 1000 + 200 1000 + 1000 -

4.5.1 Teste comportamental de fuga

Os ensaios ecotoxicolégicos de toxicidade aguda (comportamento de fuga)
foram conduzidos de acordo com as normas ISO 17512-2 (2011), com
delineamento inteiramente casualizado, e em quintuplicata. Para a montagem do
experimento, foi utilizado potes plasticos circulares (10 cm de didmetro e 6 cm
de altura), divididos ao meio com o auxilio de uma diviséria inserida
verticalmente, onde cada um dos lados recebeu 30 g de solo. Um dos lados do
recipiente foi preenchido com solo controle (CN), e o outro com solo tratado de
acordo com as respectivas concentracdes testadas. Para o tratamento controle,
as duas seg¢des do recipiente foram preenchidas com solo natural, sem adigao
das substancias-teste. A diviséria plastica foi entdo retirada e 20 individuos entre
10 e 12 dias foram colocados sobre a linha de separacéo formada. O teste teve
duracgéo de 48 h e os organismos nao foram alimentados durante este periodo.
Apoés as 48 h, a divisoria foi novamente inserida, verticalmente, no meio do
recipiente, dividindo-o em duas se¢des (solo tratado e ndo tratado), onde cada
porcao foi transferida cuidadosamente para outro recipiente. Em seguida, foi
adicionado agua e algumas gotas de corante azul para a contabilizagdo dos
individuos flutuantes e sobreviventes, encontrados em cada um dos
compartimentos.

O numero de individuos no teste comportamental de fuga foi analisado pelo
teste do Exato de Fischer (bilateral) - Fischer Exact Test (two-tailed), o qual
compara o comportamento observado, em relagédo ao comportamento esperado,
ou seja, a auséncia de fuga. Os valores foram expressos graficamente em

porcentagem de fuga.
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4.5.2 Teste de reproducgao

Os ensaios de reprodug¢ao com F. candida foram realizados de acordo com
os procedimentos descritos pela ISO 11267 (1999). Para a montagem do
experimento, foram utilizados recipientes cilindricos de vidro (4 cm de diametro
e 7 cm de altura). O ensaio foi conduzido em quintuplicata, onde cada réplica
recebeu 30 g de solo contaminado com as diferentes concentragdes de CAD e
PUT avaliadas no presente estudo (Tabela 3).

Para cada unidade experimental, foram inseridos 10 colémbolos com idade
entre 10 e 12 dias, e 2 mg de fermento biolégico (fonte de alimento). Os
recipientes foram abertos, semanalmente, para a correcdo da umidade e troca
gasosa. Apés 14 dias do inicio do experimento, os individuos foram alimentados
novamente. Os experimentos tiveram duragcdo de 28 dias, e ao final deste
periodo, cada réplica de solo foi transferida para outro pote, sendo, em seguida
submerso em agua, para favorecer a flutuagdo dos individuos. Para melhor
visualizagao, foram adicionadas gotas de corante azul. Por fim, as réplicas foram
fotografadas e os individuos contabilizados, por meio das imagens digitais,
utilizando o software ImageJ.

A normalidade e homogeneidade de variancia dos dados foram avaliados
pelos testes Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Em seguida, foi realizado
o teste paramétrico ANOVA (Analysis of Variance), seguido do pds-teste de
Dunnet (p<0,05).

4.6 Bioensaio com Danio rerio

Os testes com o organismo-modelo zebrafish foram realizados no
Laboratério de Ecotoxicologia e Biosseguranca da Embrapa — Meio Ambiente.
Os procedimentos utilizados foram aprovados, previamente, pela Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA), conforme apresentado no Anexo .

Os exemplares adultos (machos e fémeas) de D. rerio foram mantidos em
condicdes de laboratoério, no sistema de recirculagédo Rack Hydrus (Alesco®). A
agua utilizada no sistema foi obtida por osmose reversa, passando por varios
niveis de filtracao, esterilizada por luz ultravioleta (UV) e com ajuste automatico
de pH (7,0 £ 0,2) e condutividade (400 + 0,2 pS). A temperatura da agua foi
mantida a 28 °C £ 0,2 e oxigénio dissolvido em 8 ppm. Os peixes foram mantidos
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com fotoperiodo de 14:12 h (claro/escuro) e alimentados duas vezes ao dia com
racao comercial (TetraMin), e uma vez ao dia com nauplios de Artemia salina.
Para determinar a faixa de concentragao letal média (CLso) dos organismos,
foram realizados testes preliminares com diferentes concentragbes das AB (0;
0,1; 1; 10 e 100 mg. L' — dados n&o apresentados). As concentragdes isoladas
e definitivas de CAD e PUT, utilizadas para os ensaios com embrides de
zebrafish foram as seguintes: 200; 400; 600; 800 e 1000 mg. mL". Ja as
concentracdes das mistura de CAD e PUT, estdo apresentadas na tabela 4. Para
todos os bioensaios com D. rerio, foram incluimos o CN (somente meio para

embrido), e o CP, realizado com exposigdo a 4 mg. mL-! de dicloroanilina.

Tabela 4. Concentragdes expressas em mg. mL' da associagdo de cadaverina (CAD) e
putrescina (PUT) utilizadas nos ensaios com embrides de D. rerio e D. magna.

Concentragées mg. L™
Identificacao

CAD PUT
C1 1/10 CLso + 1/10 CLso
C2 CLso + 1/10 CLso
c3 1/10 CLso + CLso
C4 CLso + CLso

4.6.1 Toxicidade aguda em embrides e larvas de zebrafish (FET)

Um dia antes da realizagao dos ensaios, foram selecionados os peixes na
proporgao de 2:1 (machos-fémeas) e transferidos para aquarios de reproducéo.
A desova iniciou-se durante as primeiras horas do ciclo claro da manha seguinte.
Ovos coletados cerca de 30 min apds a desova foram transferidos para uma
placa de Petri, contendo apenas o meio de cultivo para embrido. Com auxilio de
um estereomicroscopio, foram separados os ovos viaveis (fertilizados) dos nao-
viaveis (coagulados), os quais foram descartados.

Os testes de toxicidade aguda com embrides de zebrafish foram
conduzidos de acordo com a OECD 236 (2013). Para cada unidade
experimental, vinte e quatro embrides (3 horas poés-fertilizagdo — hpf) foram

distribuidos, individualmente, em placas de 24 pocos, contendo 2 mL de solugao
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teste por pogo. As placas foram mantidas em incubadora B.O.D a 26 £ 0,2°C, e
os embrides de D. rerio foram expostos as substancias-teste por 96 h, de acordo
com as concentragdes apresentadas na tabela 4. Os efeitos das substancias
foram fotografados a cada 24 h, em estereomicroscopio, para a avaliagdo dos
parametros de mortalidade, taxa de eclosdo e malformagdes durante o
desenvolvimento embrionario.

Para a analise estatistica dos resultados da determinagdo da CLso foi
utilizado o método de “Probit Analysis”. Ja os dados obtidos com as AB em
mistura, foram submetidos ao teste paramétrico ANOVA, seguido do pés-teste
Dunnet (p<0,05).

4.7 Bioensaio com Daphnia magna

Os testes de toxicidade aguda com a espécie D. magna foram
desenvolvidos no Laboratério de Ecotoxicologia e Biosseguranga da Embrapa
Meio Ambiente. Os individuos foram cultivados em aquarios de dimensdes iguais
(40 x 25 x 15 cm), preenchidos com agua reconstituida (meio M4), seguindo as
recomendacgdes técnicas da ABNT NBR 12.713/2016. A manutencao do cultivo
foi realizada duas vezes por semana, com troca da agua reconstituida. Os
organismos foram alimentados diariamente com algas da espécie Raphidocelis
Subcapitata e mantidos em sala climatizada sob temperatura controlada (20 +
2°C) e fotoperiodo 14:10 (claro/escuro).

A determinacdo da ClLso de CAD e PUT foi estabelecida por testes
preliminares (0,1; 1; 10 e 100 mg. L) com neonatos de D. magna, realizados para
a viabilizagdo dos experimentos (dados ndo apresentados). Apos os testes
preliminares, foram definidas as concentragdes definitivas de CAD e PUT (10;
16; 25,6; 40,96; 65,54; 104,86 mg. mL"). As concentragdes analisadas de CAD
e PUT em mistura foram as mesmas utilizadas para a espécie D. rerio e estao
apresentadas na tabela 4.

Para a montagem dos experimentos, neonatos de D. magna, com menos
de 24 h de vida, foram distribuidos em placas de 12 pocgos, contendo dois
individuos por pogo (n=24). Cada poco foi preenchido com um volume total de 5
mL da solugéo teste. Os organismos foram expostos por 48 h, e avaliados no
inicio do teste, com 24 h e 48 h de exposi¢ao. Foi contabilizado o numero de

individuos mortos ou que apresentaram imobilidade. O tratamento controle (CN)
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foi realizado com agua reconstituida, nas mesmas condigbes dos outros
tratamentos.

A determinagao da CLso foi calculada pelo método de “Probit Analysis”. Os
resultados obtidos com as AB em mistura, foram submetidos ao teste
paramétrico ANOVA, seguido do pos-teste Dunnet (p<0,05).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir, os resultados do presente estudo serdo apresentados no modelo
de artigos cientificos, os quais serdo submetidos a revistas especializadas para

publicacio.

Artigo 1: Cemitérios como fonte de contaminagao ambiental: Fitogenotoxicidade

das aminas biogénicas cadaverina e putrescina

Artigo 2: Avaliagdo da toxicidade aguda e crénica em colémbolos (Folsomia

candida) expostos a solo contaminado com cadaverina e putrescina

Artigo 3: Ecotoxicological evaluation of the biogenic amines cadaverine and

putrescine in aquatic organisms

Artigo 4: The zebrafish as an alternative animal model for ecotoxicological

research and testing
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Artigo 1

Cemitérios como fonte de contaminagcao ambiental: Fitogenotoxicidade
das aminas biogénicas cadaverina e putrescina

Ana Paula Andrade Braga', Leticia Rosa de Souza', Maria Gabriela Franco Lima', Matheus
de Moraes Cunha Gongalves', Maria Aparecida Marin-Morales'

S&o Paulo State University, Department of Biology, avenue 24-A, 1515, P.O Box 178, Rio Claro,
Séo Paulo, 13506-900, Brazil

Resumo

Dentre os compostos presentes no necrochorume, liquido liberado durante o
processo de decomposi¢ao do corpo humano, estdo as aminas biogénicas
cadaverina e putrescina. Embora alguns estudos com necrochorume indiquem
um potencial ecotoxicoldgico e riscos para a saude publica para os ambientes
cemiteriais, o conhecimento sobre este tipo de contaminagao ainda € limitado.
Este estudo traz informagbes sobre o potencial fitotoxico e citogenotoxico de
duas importantes substancias presentes no necrochorume (cadaverina e
putrescina), avaliadas isoladamente e co-associadas. A fitotoxicidade foi
avaliada pelo ensaio de germinagao e crescimento inicial de plantulas com
Lactuca sativa e a citogenotoxicidade pelos ensaios de aberragdes
cromossOmicas e do micronucleo com Allium cepa. Os resultados de L. sativa
mostraram efeito fitotdxico para as aminas avaliadas, por reduzir o alongamento
radicular (>90%) e do hipocétilo (>80%). A associagdo de cadaverina e
putrescina potencializou a atividade citogenotoxica por acdo aneugénica em
células meristematicas de A. cepa. Foi observado, alteragdées no indice mitético
e inducdo de aberragbes cromossdmicas e nucleares, nas diferentes
concentracdes avaliadas. Por este resultado, é possivel inferir o potencial
ecotoxicogenético das aminas cadaverina e putrescina, e ressaltar a importancia
de mais pesquisas que avaliem os riscos das contaminagbes geradas em
ambientes de cemitérios.

Palavras-chave: Necrochorume; Lactuca sativa; Allium cepa; cadaverina;
putrescina; aberragdes cromossdmicas; micronucleo

54



Abstract

Among the compounds present in necro-leachate, liquid released during the
process of decomposition of the human body, are the biogenic amines
cadaverine and putrescine. Although some studies with necro-leachate indicate
a potential ecotoxicological and public health risks for cemetery environments,
knowledge about this type of contamination is still limited. This study provides
information on the phytotoxic and cytogenotoxic potential of two important
substances present in necro-leachate (cadaverine and putrescine), evaluated
separately and in co-association. Phytotoxicity was evaluated by germination test
and initial growth of seedlings with Lactuca sativa and cytogenotoxicity by
chromosomal aberration and micronucleus tests with Allium cepa. The results of
L. sativa showed a phytotoxic effect for the evaluated amines, by reducing root
(>90%) and shoot (>80%) elongation. The association of cadaverine and
putrescine potentiated the cytogenotoxic activity by aneugenic action in
meristematic cells of A. cepa. It was observed alterations in the mitotic index and
induction of chromosomal and nuclear aberrations, in the different evaluated
concentrations. From this result, it is possible to infer the ecotoxicogenic potential
of cadaverine and putrescine amines and emphasize the importance of further
research to assess the risks of contamination generated in cemeteries.

Keywords: Necro-leachate; Lactuca sativa; Allium cepa; cadaverine; putrescine;
chromosomal aberrations; micronuclei

Graphical abstract
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1. INTRODUGAO

O necrochorume, liquido liberado durante a decomposi¢ao cadavérica, é
considerado um dos principais componentes responsaveis pelos impactos
ambientais ocasionados por cemitérios. Durante o processo de putrefacdo, um
cadaver de cerca de 70 kg pode liberar de 30 a 40 litros de necrochorume (DENT;
FORBES; STUART, 2004; MOHAMMED; ABUDEIF, 2020). De acordo com
Neckel et al. (2021), a lixiviagdo e, consequentemente, o transporte e o destino
deste liquido dependem das caracteristicas do solo onde ocorrem os
sepultamentos. A maioria dos cemitérios ndo fazem tratamento prévio do
necrochorume, sendo este liquido liberado diretamente no meio ambiente
(OLIVEIRA et al., 2019; ZYCHOWSKI; BRYNDAL, 2015). Por esta razao, os
estudos relatam, cada vez mais, contaminag¢des de solos e aguas subterraneas
em torno das necrépoles (ABIA et al., 2019; ALAGBE et al., 2020; NECKEL et
al., 2017).

O necrochorume € uma solug&o viscosa, composta de agua, sais minerais
e substancias organicas, dentre elas, as aminas biogénicas (AB) cadaverina
(CAD) e putrescina (PUT) (IOAN et al., 2017). AB sdo compostos nitrogenados
naturalmente sintetizadas por plantas, animais e microrganismos; principalmente
por processos enzimaticos de descarboxilacdo de aminoacidos (DEL RIO et al.,
2019). CAD e PUT, quando sintetizadas endogenamente, participam de
processos fisioldgicos celulares essenciais como divisdo, proliferagao,
diferenciacao e crescimento (BAGNI; TASSONI, 2001). No entanto, em altas
concentragbes podem ser toxicas e alterar a homeostase do organismo
(GERNER; MEYSKENS, 2004; ZHOU et al., 2021).

Pesquisas que abordam o nivel de toxicidade e a quantificacdo das AB do
necrochorume ainda sao escassas. Entretanto, alguns estudos mostram que,
essas aminas sdo citotoxicas, quando em altas concentragdes, e estdo
envolvidas com processos apoptoéticos, e até mesmo neoplasicos (DEL RIO et
al.,, 2019; NAVARRO et al., 2020; SEILER; RAUL, 2005). W¢jcik et al. (2020)
apontam a reatividade dessas aminas com outros compostos, como com o nitrito,
formando compostos cancerigenos, como as nitrosaminas. Unal et al. (2008)
também evidenciaram potencial citogenotoxico em células meristematicas de A.

cepa expostas a diferentes concentragdes de PUT e Meral et al. (2005) relatam
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o efeito toéxico dessas AB sobre a germinagcdo de sementes, crescimento de
raizes e alteragbes cromossémicas em trigo.

As analises ecotoxicolégicas realizadas com bioindicadores vegetais
ganharam notoriedade nos ultimos anos. De acordo com Igbal et al. (2019), os
vegetais, além de serem sensiveis aos efeitos de xenobiontes, se expbem de
forma continua (habito séssil) aos contaminantes ambientais, 0 que os tornam
eficientes monitores de impactos ao meio ambiente.

A porcentagem de germinagao de sementes e o desenvolvimento inicial de
plantulas podem refletir os niveis de fitotoxicidade de uma determinada
substancia (CRUZ et al., 2019; SILVEIRA et al., 2017), sendo a espécie L. sativa
um dos principais bioindicadores usados para este tipo de avaliagao (ISO, 1995;
USEPA, 1996). Alguns poluentes, dependendo da sua concentragao, podem n&o
interferir diretamente no crescimento das plantas, mas podem induzir danos ao
material genético dos organismos. Analises realizadas com a espécie A. cepa
tém sido frequentemente usadas como biomarcadores de citotoxicidade,
genotoxicidade e mutagenicidade, por serem eficientes para este tipo de
diagnoéstico (CARITA; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2019; FISKESJO, 1993;
GRANT, 1994; GROVER; KAUR, 1999; MAZZEO et al., 2015; SOMMAGGIO et
al., 2018).

Considerando que os impactos ambientais ocasionados pelo
necrochorume € um tema ainda pouco explorado, torna-se necessario a
investigacao dos efeitos ecotoxicoldgicos dos componentes deste residuo. Neste
contexto, o objetivo do estudo foi avaliar o potencial fitotéxico e genotoxico das
AB, CAD e PUT, isoladas e em associagao, por meio dos sistemas-teste L. sativa
e A. cepa.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Substancias quimicas avaliadas e preparo das amostras

As aminas cadaverina [(CAD) 1,5-Diaminopentano, féormula molecular
NH2(CHz2)sNHz2, peso molecular 102,18 g/mol, CAS: 461-94-2 — pureza = 97%,
marca Sigma) e putrescina [(PUT) 1,4-butanodiamina, férmula molecular
C4H12N2, peso molecular 88,15 g/mol, CAS: 110-60-1 — pureza = 99%, marca
Sigma) foram avaliadas, tanto individualmente como em co-associagao, quanto

as suas fitotoxicidades e citogenotoxicidades.
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As concentragdes de exposig¢ao foram determinadas de acordo com testes
preliminares (dados nao apresentados), desenvolvidos com concentragdes que
variam de 1 a 1000 mg/kg-solo. Para a realizagdo dos ensaios com o0s
bioindicadores L. sativa e A. cepa, foram utilizadas as concentracdes descritas
na tabela 1.

O solo controle e o solo utilizado no preparo dos tratamentos estudados
foram coletados no Jardim Experimental da Universidade Estadual Paulista
(Estado de Sao Paulo- Brasil), como os descrito por Mazzeo et al. (2015). A
avaliacdo da capacidade maxima de reten¢ao de agua do solo, Water Holding
Capacity (WHC), foi obtida de acordo com a (ISO 11268-2:1998), sendo
estabelecido para os testes WHC (70%). Os bioensaios foram realizados em
triplicata e de forma casualizada. Os controles positivos (CP) foram realizados
com Metil metano sulfonato (MMS) e com o herbicida Trifluralina e o controle
negativo (CN) com agua de osmose reversa.

Tabela 1: Concentragbes de cadaverina, putrescina e a associagdo de ambas (CAD + PUT)
utilizadas nos bioensaios com L. sativa e A. cepa.

Bioensaios Concentracoes (mg/kg) de solo

L. sativa Cc1 C2 C3 C4 C5
Cadaverina 200 400 600 800 1000
Putrescina 600 700 800 900 1000
CAD + PUT 400+400 400+1000 1000+400  1000+1000 -

A. cepa C1 C2 C3 C4 C5
Cadaverina 200 400 600 800 1000
Putrescina 200 400 600 800 1000
CAD + PUT 600+200 600+1000 1000+200  1000+1000 -

C1 a C5. Diluigbes das aminas biogénicas cadaverina e putrescina, sendo a C1 a menor
concentracao testada e a C5 a maior.

2.2 - Bioensaio de fitotoxicidade com Lactuca sativa

Vinte sementes de L. sativa (variedade Baia Periforme) foram expostas a
germinacdo em placas de Petri contendo 30 g de solo contaminado
artificialmente com as concentragcdes de CAD, PUT e as associa¢cdes de ambas.
As placas foram mantidas em B.O.D (22 °C £ 1 °C), sem fotoperiodo, por um

periodo de 120 horas. Para o CN, foi utilizada agua de osmose reversa e para o
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CP, sulfato de zinco heptahidratado (0,05 M). Apds o periodo de incubagéo,
foram calculadas as porcentagens de germinagcao das sementes e avaliadas as
alteragdes do alongamento das estruturas radiculares das plantulas. O indice de
germinacgao (IG) foi calculado de acordo com as equacgdes propostas por Tiquia
et al. (1996). Para a analise de crescimento vegetativo inicial dessas plantas,
foram mensurados, com o auxilio de um paquimetro digital, o comprimento da
radicula e hipocétilo. Os dados obtidos foram comparados, estatisticamente,

com os dados dos controles.

2.3 — Bioensaio de citogenotoxicidade com Allium cepa
Cem sementes de A. cepa (Baia Periforme) foram expostas a germinagao
em placas de Petri contendo 30 g de solo contaminado com as concentragdes
descritas na tabela 1. O CN foi realizado com agua de osmose reversa. O
Metilmetano sulfonato 10 mg/L (MMS) e o herbicida Trifluralina 0,84 mg.kg"
foram usados como CP. As placas foram mantidas em B.O.D (22 °C + 1 °C) por
120 horas, com fotoperiodo claro/escuro de 12 h. Apds o periodo de germinagao,
as radiculas com aproximadamente 2 cm de comprimento foram selecionadas,
fixadas em Carnoy (alcool/ acido acético 3:1, v:v) e armazenadas nessa solugao
de fixacdo a 4 °C, até o uso das mesmas nos ensaios. Posteriormente, foram
confeccionadas laminas com as regides meristematicas, seguindo o protocolo
descrito por Leme and Marin-Morales (2009).
O efeito citotoxico das aminas foi avaliado pelo indice mitético (IM), razédo
entre 0 numero de células em divisao e o numero total de células; e a
genotoxicidade pelo ensaio de alteragbes cromossdmicas e nucleares (perdas,
pontes e aderéncia cromossdémica, C-metafase, brotos nucleares, dentre outros).
Ja as alteragbes como quebras cromossémicas e micronucleos foram
consideradas indicativos de mutagenicidade. Esses parametros foram
analisados em microscopia de luz. Foram avaliadas 12 laminas/tratamento,

sendo contabilizadas 500 células/laminas, 6.000 células/tratamento.

2.4 Anidlises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas pelo software STATISTICA 7.0.
Inicialmente, foi realizado o teste de normalidade e homogeneidade de Shapiro-
Wilk e Levene, respectivamente. Para a analise de comparagao de médias entre
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os tratamentos e os controles foi utilizado o software GraphPad Prism 5.0, onde
os dados (ndo-paramétricos) foram submetidos ao teste Mann-Whitney a 5% de
probabilidade (GONCALVES et al., 2020; MAZZEO et al., 2015).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Bioensaio de fitotoxicidade utilizando Lactuca sativa como
bioindicador

Historicamente, a espécie L. sativa é empregada em estudos de alelopatia,
principalmente devido a rapida germinacdo de suas sementes e alta
sensibilidade a uma variedade de poluentes ambientais (SILVEIRA et al., 2017;
TIGRE et al., 2012).

Os ensaios de observagao macroscopicos foram ganhando notoriedade
ao longo do tempo e destacaram-se por sua simplicidade, sensibilidade e boa
relacdo custo-beneficio (PRIAC; BADOT; CRINI, 2017). Atualmente, os
parametros de indice de germinacédo (IG) e do desenvolvimento inicial de
plantulas vém sendo utilizados em monitoramento ambiental, por serem
eficientes indicativos de fitotoxicidade de contaminantes ambientais (LYU et al.,
2018). Por esta razao, esses marcadores foram utilizados no presente estudo
para avaliar o potencial toxico das AB, CAD e PUT, tanto isoladas como
associadas entre si.

Como apresentado na tabela 2, os ensaios de toxicidade, realizados com
as aminas CAD e PUT, ndo mostraram efeito téxico para a porcentagem de
germinacéo de sementes de L. sativa (>80%). No entanto, o IG (porcentagem de
germinacdo da semente, em relacdo ao alongamento radicular) foi
significativamente afetado, tanto para os resultados com as AB isoladas, como
com as associadas (Tabela 2). O IG é considerado um teste rapido e sensivel
para avaliacdo de toxicidade de diferentes substancias (TIQUIA; TAM;
HODGKISS, 1997). De acordo com Tiquia et al. (1996), ndo ha indicativo de
toxicidade, quando o valor do IG é superior a 80%, ao passo que, |G inferior a
30% ja indica alta toxicidade. Além disso, substancias-teste que induzem 1G
inferior a 60% ndo podem ser utilizadas com seguranga em solos agricolas
(GONGCALVES et al., 2020).
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Tabela 2: Germinagdo de sementes, elongacao radicular e indice de germinacao de L. sativa
expostas a diferentes concentragdes de cadaverina, putrescina e a associagdo de ambas.

Tratamentos Germinagao de sementes  Diminui¢ao da Elongacao IG (%) - indice de
(mg/kg) (%) Radicular (%) Germinagao
Cadaverina

CN 100+0 100£0 100+0
C1 86.39+£14.19 70.7846.75* 61.65+15.14*
C2 96.85+£10.63 66.90+£6.87* 65.01£11.41*
C3 87.86+15.63 51.33+13* 46.44+20.01*
Cc4 91.76+£15.49 50.40+6.22* 46.88+13.34"
C5 93.52+15.94 41.76+5.68* 39.64+12.33*
CP 0+0* 0+0* 0+0*
Putrescina
CN 100+0 100£0 100+0
C1 105.45+5.55 58.21£2.37* 61.43+£5.12*
C2 98.4316.17 48.65+4.40" 47.74x2.56*
C3 94.53+£10.97 34.02+5.81* 32.5418.72*
Cc4 92.98+12.15 28.48+10.01* 27.03+11.85*
C5 96.76+7.97 21.90+2.10* 21.2443.21*
CP 0+0* 0+0* 0+0*
Associacao
CN 100+0 100£0 100+0
C1 94.8215.26 46.52+13.65" 43.97+12.66*
C2 100.37£10.56 18.63+0,64* 18.69+2.01*
C3 100.19£10.82 24.5045.23* 24.65+6.22*
C4 91.67+£12.91 10.20+0.13* 9.35+1.34*
CP 0+0* 0+0* 0+0*

CN - Controle Negativo (d4gua destilada); CP — Controle Positivo (ZnS0O4.7H20); 1G. indice de
germinacao; C1 a C5, diluicbes das aminas biogénicas cadaverina e putrescina, sendo a C1 a
menor concentragdo testada e a C5 a maior; Concentragdes apresentadas na tabela 1; *.
diferencga significativa em comparagao ao CN (p < 0.05) pelo teste de Kruskal-Wallis.

Os testes embasados no crescimento inicial de plantas sdo comumente
usados para a avaliagéo de fitotoxicidade de poluentes ambientais (YANG et al.,
2020), sendo a espécie L. sativa uma das plantas mais utilizadas para este fim
(PANTANO et al., 2021). Os resultados com L. sativa, apresentados na figura 1,
mostram fitotoxicidade para as AB, CAD e PUT, pela inibicdo do alongamento
da radicula e do hipocétilo do bioindicador. De acordo com Lyu et al. (2018), a
sensibilidade do alface, quanto ao parametro de inibicdo do alongamento
radicular, € maior, quando comparado com outras espécies vegetais.

Na figura 1, é possivel observar que todas as concentragdes testadas de
CAD (Figura 1A) e das associagdes de CAD + PUT (Figura 1C) levaram a
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inibicdo do alongamento das raizes (>50% e >90%, respectivamente) e dos
hipocotilos (>20% e 80%, respectivamente) de L. sativa, portanto, foram
citotoxicas para esse bioindicador. Os resultados desses bioensaios para PUT
também mostraram toxicidade para todas as concentragcbes testadas, com
excegao da elongacgao do hipocatilo da C1. Para essa ultima AB, foi observado
que C5 (1000 mgq) induziu reducéo do crescimento radicular e do hipocétilo em
79% e 54%, respectivamente (Figura 1B). Foi observado nos ensaios realizados
que as AB apresentaram, de maneira geral, fitotoxicidade dose dependente. Os
resultados ainda mostraram que a associacdo das AB potencializou a
fitotoxicidade em plantulas de alface, provavelmente por um efeito sinérgico.

A toxicidade sinérgica entre as AB também foi relatada em outro estudo
relacionado a toxicologia alimentar (DEL RIO et al.,, 2019). Embora, o
conhecimento atual da fitotoxicidade de CAD e PUT ainda seja limitado, alguns
autores (RAJPAL; TOMAR, 2020; UNAL; PALAVAN-UNSAL; TUFEKCI, 2008;
WOJCIK; LUKASIEWICZ; PUPPEL, 2020) apontam uma acdo dessas AB sobre
o desenvolvimento vegetal. Estudos realizados por De Agazio et al. (1995), com
exposicado exdgena de diferentes poliaminas sob Zea mays, também mostraram
efeitos inibitérios sobre varias atividades celulares. A fitotoxicidade de putrescina
também é descrita por Meral et al. (2005), onde os autores relatam a inibicao do
crescimento radicular em Arabidopsis thaliana expostas a altas concentragdes
desta AB, o que corrobora com o presente estudo. Além disso, os autores
também relatam que a PUT foi capaz de diminuir o IG de trés espécies de trigo

com diferentes niveis de ploidia.
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Figura 1. Elongagéo do sistema radicular — hipocétilo em plantulas de L. sativa. A. Gréfico das
diferentes concentragbes testadas de cadaverina; B. Grafico das diferentes concentragbes
testadas de putrescina; C. Grafico das diferentes concentragdes testadas das associacdes de
cadaverina e putrescina; CN. Controle negativo; CP. Controle positivo; Concentragbes
apresentadas na tabela 1; * - diferenca significativa em relagdo ao CN (p < 0.05 - teste Mann-
Whitney).
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3.2 Bioensaio de citogenotoxicidade e de potencial mutagénico utilizando
Allium cepa como bioindicador

Bioensaios de alteracbes cromossdmicas e disturbios no ciclo mitético com
o bioindicador A. cepa sao cada vez mais recorrentes em avaliagao da qualidade
ambiental. Esse sistema-teste vegetal apresenta caracteristicas favoraveis para
esse fim, como cromossomos grandes € em numero reduzido (2n=16) e por ser
um sistema de alta sensibilidade a diferentes poluentes ambientais.

O IM é um importante biomarcador de citotoxicidade, sendo muito
eficiente para ser aplicado em monitoramento ambiental (LEME; MARIN-
MORALES, 2009). Como pode ser observado na figura 2 (ensaio do IM com A.
cepa), dentre as concentragdes testadas de CAD, PUT e CAD + PUT, a CAD foi
citotoxica para C1 (200 mg), cujos IM foram inferiores (>20%) ao do CN mitético
(Figura 2A); a PUT foi citotdxica para C3 (600 mg), com valores superiores de
IM (>20%), em relagcéo aos do CN (Figura 2B). Ainda pelos resultados obtidos
(Figura 2C), é possivel inferir que houve uma potencializagao do efeito citotoxico
quando as AB foram co-associadas (CAD + PUT), pois todas as concentragdes
testadas (C1, C2, C3 e C4) ocasionaram disturbios no IM. A concentragéo C4
(combinagao das concentragdes mais elevadas de CAD e PUT) inibiu a diviséo
celular (>80%) de A. cepa, quando comparadas com o CN (Figura 2C).

Pela comparagcdo entre os resultados obtidos com os bioindicadores
vegetais utilizados no presente estudo, foi possivel observar que as AB co-
associadas (CAD + PUT) induziram um maior efeito sobre a inibicdo do
alongamento radicular em L. sativa, assim como maior inibigdo no ciclo celular
em A. cepa. De acordo com Harashima and Schnittger (2010), as divisdes
celulares do tecido meristematico estdo intimamente associados ao crescimento
radicular. Estudos sobre a toxicidade de agrotoxico, realizados por Gongalves et
al. (2020) com os mesmos bioindicadores, demonstram resultados similares aos
observados no presente estudo, onde os autores também correlacionam a
proliferacdo celular com o desenvolvimento de plantas. A citotoxicidade de CAD
e PUT também ¢é relatada nos estudos de Del Rio et al. (2019), onde os autores
descrevem a citotoxicidade em tempo real dessas AB em cultura de células
intestinais humanas. Ambas as substancias foram capazes de induzir necrose
celular. No estudo de Del Rio acima citado, a CAD se mostrou trés vezes mais

citotoxica que putrescina. Os autores ainda mencionam efeito sinergético das
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aminas, quando estas estdo associadas entre si, dados estes que corroboram
com o presente estudo. Os resultados do presente estudo também corroboram
os descritos por Unal et al. (2008), onde os autores mencionam aumento do IM
de células meristematicas de A. cepa expostas a PUT, assim como efeito
sinérgico dessa substancia, quando associadas com outras AB.
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Figura 2. indice Mitético de células meristematicas de A. cepa. A. Concentracdes testadas de
cadaverina; B. Concentracbes testadas de putrescina; C. Concentragdes testadas das
associagbes de cadaverina e putrescina; CN. Controle negativo; TRIF. Trifluralina (controle
positivo); MMS. Metil metanosulfonato (controle positivo); Concentragdes apresentadas na tabela
1; *. Diferenca significativa, em comparagao ao CN (p < 0.05) pelo teste Mann-Whitney.
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Os resultados relacionados a genotoxicidade, obtidos pelo ensaio de
aberragdes cromossdmicas (AC) em A. cepa, estdo apresentados na figura 3. A
concentragdao C3 (600 mg) da AB CAD induziu AC (C-metafase, aderéncia e
ponte cromossdmica) em A. cepa. Esta amina também mostrou potencial
mutagénico (quebras cromossémicas e micronucleos), para as quatro maiores
concentragbes das cinco testadas (Figura 3A). Para PUT, nenhuma das
concentragdes testadas foram genotdxicas ou potencialmente mutagénica para
A. cepa, quando comparados com o CN (Figura 3B). Em contrapartida, mais uma
vez, ficou evidente a potencializacdo dos efeitos da CAD pela PUT, pois todos
os tratamentos realizados com as AB associadas, com excecdo do C4, se
mostraram mais toxicos quando comparado com os resultados dessas
substéancias isoladas. Neste estudo, foram registrados diferentes tipos de AC,
sendo que as mais frequentes foram micronucleos, brotos nucleares, aderéncias
cromossOmicas, células poliploides e polinucleada. Ficou ainda evidente a alta
frequéncia de células micronucleadas para todos os tratamentos realizados com

CAD, bem como para os tratamentos com as aminas co-expostas (Figura 3).
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Chromosomal and Nuclear Aberrations
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Figura 3. Alteragdes cromossOmicas indicadoras de genotoxicidade (* vermelho) e de potencial
mutagénico (* azul), em células meristematicas de A. cepa. A. Gréfico das diferentes concentracdes
testadas de cadaverina. B. Grafico das diferentes concentragdes testadas de putrescina. C. Grafico
das diferentes concentragdes testadas das associagdes de cadaverina e putrescina. CN. Controle
negativo; TRIF. Trifluralina (controle positivo); MMS. Metil metanosulfonato (controle positivo)
Concentragbes apresentadas na tabela 1; *. diferencga significativa em comparagdo ao CN (p <
0.05) pelo teste Mann-Whitney.
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Figura 4: A-E. Células normais do ciclo celular de A. cepa: A. Interfase, B. Préfase, C. Metafase,
D. Anafase, E. Teléfase; F-J: Alteragbes cromossdmicas em células meristematicas de A. cepa
expostas a cadaverina e a putrescina: F. Interfase com broto, G. Préfase com micronucleo, H.
Metafase com aderéncia cromossémica; |. Metafase com perda cromossémica; J. Teléfase com
ponte cromossOmica. Fonte: Registrado pela autora.

Os ensaios de alteragbes cromossémicas e nucleares, realizados com
bioindicadores vegetais, tém sido muito usados em monitoramento ambiental,
por se mostrarem preditivos de efeitos genotoxicos e do potencial mutagénico
de contaminantes ambientais. A espécie A. cepa € um dos bioindicadores
vegetais mais indicados para este fim (CRUZ et al., 2019; MAZZEO et al., 2015;
PAMPLONA-SILVA et al., 2020; SOMMAGGIO et al., 2018; UNAL; PALAVAN-
UNSAL; TUFEKCI, 2008). A avaliagdo dos efeitos toxicologicos de CAD e PUT
por essas técnicas ainda € pouco explorada. Contudo, alguns estudos ja
observaram inducdo de AC, como pontes cromossdmicas, C-metafase e
micronucleos em células meristematicas de A. cepa expostas as poliaminas
putrescina, espermidina e espermina (UNAL; PALAVAN-UNSAL; TUFEKCI,
2008). Estudos de Kaur-Sawhney et al. (1980) mostraram alta frequéncia de
células binucleadas em protoplastos de folhas de aveia expostos a diferentes
concentragbes de cadaverina. Davidson and Anderson (1960) observaram
inducdo de aderéncia cromossémica e micronucleos em células de Vicia faba
expostas a solucdes de putrescina, cadaverina e espermidina. Os resultados
desses estudos corroboram com os dados apresentados do presente estudo, o
que confirma a agédo genotdxica e o potencial mutagénico das aminas CAD e

PUT.
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De acordo com Unal et al. (2008), diferentes poliaminas exdgenas, entre
elas a CAD e a PUT, podem se associar aos cromossomos durante a mitose e
induzir mudancas estruturais na molécula de DNA. Roca et al. (2020) citam ainda
que as AB podem estar envolvidas com o aumento da condensacgao
cromossOmica, a regulagédo da expressao génica e a inativagao de constituintes
celulares. Fernandes; Mazzeo e Marin-Morales (2009) destacam que uma
substancia é considerada clastogénica, quando a mesma interage diretamente
com a molécula de DNA. Neste caso, a substancia pode induzir alteragbes como,
por exemplo, quebras cromossémicas, que podem decorrer em mutagdes. De
acordo com os mesmos autores, um composto aneugénico interfere na
integridade de estruturas citoplasmaticas, como os fusos mitéticos, induzindo
alteragbes como poliploidizacdo, C-metafases, perdas e aderéncias
cromossOmicas, dentre outras. Assim, o aumento de anormalidades como C-
metafases, aderéncias e perdas cromossOmicas, bem como células
micronucleadas, podem ter ocorrido devido a acdo aneugénica das substancias
testadas, no qual podem estar atribuidos a interferéncia na dinamica dos
microtubulos e n&o polimerizagdo dos fusos mitéticos (CHAUHAN; SAXENA;
GUPTA, 1999; FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2009;
GONGCALVES et al., 2020; OSTERBERG; PERSSON; BJURSELL, 1984). Este
tipo de alteragdo é resultante de um efeito altamente téxico, muitas vezes
irreversivel, que pode levar a célula a morte (LEME; MARIN-MORALES, 2009).
De acordo com Fernandes et al. (2007), o aumento na condensagdo dos
cromossomos podem promover aderéncias cromossOmicas, originando outras
anormalidades que levam a danos severos na molécula de DNA, como pontes e
quebras cromossdmicas (GONCALVES et al.,, 2020; MATSUMOTO; MARIN-
MORALES, 2004). Os dados obtidos no presente estudo reforcam estas
afirmacdes, pois foram observadas alteragdes no ciclo celular de A. cepa,
mediadas pela a¢do das AB estudadas.

Neste estudo, foi observado que as AB CAD e PUT apresentaram
potencial mutagénico para quase todos os tratamentos realizados, visto que
houve aumento na frequéncia de quebras cromossémicas e, principalmente, de
células portadoras de micronucleos (MN). De acordo com Leme e Marin-Morales
(2009), a formacao de MN se deve a danos n&o reparados durante a divisdo

celular, ou até mesmo reparados erroneamente. A presenca de células
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micronucleadas € considerada um importante marcador de evento mutagénico
e, por estarazao, o ensaio do MN é muito utilizado para a detecgao de agentes
mutagénicos ambientais (FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2007,
2009; GONGCALVES et al., 2020; LEME; MARIN-MORALES, 2009; SANTOS;
SOMMAGGIO; MARIN-MORALES, 2022). Os MN s&o estruturas semelhantes
ao nucleo, contudo, de tamanho reduzido (Figura 4G). Essas alteragdes podem
ser originadas de AC do tipo quebras e perdas cromossdémicas (FERNANDES;
MAZZEO; MARIN-MORALES, 2007, 2009; GONCALVES et al., 2020; LEME;
MARIN-MORALES, 2009). Os resultados deste estudo corroboram com os
descritos por Unal et al. (2008), onde os autores também observaram a
presenca de MN em células meristematicas de A. cepa tratadas com as
poliaminas putrescina, espermidina e espermina. Contudo, devido a escassez
de dados na literatura cientifica sobre o comprometimento ambiental por
contaminantes de cemitério e pelos poucos estudos com as AB, torna-se
necessario o desenvolvimento de mais estudos que possam complementar os
dados toxicologicos ja existentes destas AB. Pelos dados aqui apresentados, as
AB sao citogenotoxicas, com alto potencial mutagénico, o que pode estar
colocando em risco a saude das pessoas envolvidas ocupacionalmente com

esses contaminantes, bem como a seguranga ambiental.

4. CONCLUSAO

Este estudo traz relevantes contribuigdes sobre as caracteristicas toxicas
das AB, CAD e PUT, substancias estas altamente presentes no necrochorume
e, consequentemente nos ambientes cemiteriais. Com base nos resultados
obtidos neste estudo, € possivel concluir que estas aminas apresentam potencial
fitotoxico, portanto prejudiciais para a integridade dos ecossistemas. Também foi
verificado no estudo que a CAD € mais citogenotoxica e potencialmente mais
mutagénica que a PUT, e que, quando associadas entre si, a PUT potencializa
ainda mais o efeito da CAD. Estes dados alertam para toxicidade dos ambientes
de cemitérios, pois, durante a decomposicdo dos cadaveres, essas AB sao
liberadas simultaneamente, 0 que aumenta os riscos de exposicdo humana a
esses contaminantes. Ainda foi observado neste estudo que o modo de agao
dessas aminas pode ser por aneugenicidade e clastogenicidade, efeitos estes

também potencializados quando as aminas estdo associadas entre si. Os
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bioindicadores (L. sativa e A. cepa) utilizados na presente avaliacdo se
mostraram sensiveis e eficientes na deteccdo dos efeitos toxicos e danos
celulares induzidos pelas substancias-teste. Nossos resultados aumentam a
evidéncia ecotoxicolégica das AB putrefativas encontradas no necrochorume, e
traz um alerta @ comunidade cientifica sobre a contaminagdo ambiental e o risco
a saude publica gerados em cemitérios. No entanto, mais estudos necessitam
ser realizados para melhor elucidarmos o0 modo de agao e o grau de toxicidade

dessas substancias envolvidas no processo de decomposi¢cdo cadavérica.
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Artigo 2

Avaliacao do potencial ecotoxicolégico de aminas biogénicas derivadas
de putrefagao cadavérica pelo bioindicador Folsomia candida

Ana Paula Andrade Braga', Matheus de Moraes Cunha Gongalves', Cleiton Pereira de
Souza', Maia Aparecida Marin-Morales™

'Universidade Estadual de Sdo Paulo, Departamento de Biologia, Av: 242, 1515, P.O Box 178,
Rio Claro, Séo Paulo, 13506-900, Brasil

Resumo

Nas ultimas décadas tem-se levantado questdes sobre o risco de contaminagao
ambiental proveniente de cemitérios. O necrochorume, liquido liberado durante
a decomposicao cadavérica, € considerado o principal responsavel pelos
impactos de tais ambientes. As aminas biogénicas cadaverina e putrescina
fazem parte da composicao do necrochorume e apresentam diferentes niveis de
toxicidade, para diversos organismos. No entanto, ainda s&o limitados os
estudos relacionados a contaminagao de ambientes cemiteriais, sobretudo os
que avaliem o potencial ecotoxicologico destas substancias. Os invertebrados
terrestres, incluindo colémbolos e minhocas, sdo os bioindicadores mais
utilizados para avaliar os impactos de contaminantes do solo. Como n&o existem
dados sobre a toxicidade aguda e crénica de colémbolos expostos a cadaverina
e putrescina, o objetivo deste estudo foi avaliar a potencial toxico de ambas as
aminas, sob o efeito comportamental de fuga e de indugdo de alteragcbes na
reproducao da espécie Folsomia candida. Os colémbolos foram expostos a solos
contaminados com diferentes concentragdes de cadaverina e putrescina, e
diferentes combinagbes dessas aminas. Para avaliagdo do teste de fuga e
reproducdo, os individuos foram expostos por periodos de 48 h e 28 dias,
respectivamente. Os resultados obtidos no teste de fuga, mostraram que os
colémbolos tiveram preferéncia para o solo contaminado, para todos os
tratamentos realizados. Os ensaios de avaliagao croénica (teste de reproducéo)
mostraram que a reproducao de colémbolos foi afetada, pois houve reducao do
numero total de juvenis, em especial pelas associagdes das aminas cadaverina
e putrescina. Pelos resultados obtidos no estudo, € possivel inferir que os
meétodos aplicados nesta pesquisa trouxeram informagdes que contribuirdo para
o melhor conhecimento da toxicidade das aminas biogénicas putrefativas, uma
vez que ha poucos estudos ecotoxicologicos realizados com essas aminas,
sobretudo com as de ambientes cemiteriais.

Palavras-chave: Cemitérios, necrochorume, aminas biogénicas, colémbolos,
comportamento de fuga, teste de reprodugéo
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Abstract

In recent decades, questions have been raised about the risk of environmental
contamination from cemeteries. The necro-leachate, liquid released during
cadaveric decomposition, is considered the main responsible for the impacts of
such environments. The biogenic amines cadaverine and putrescine are part of
the composition of necro-leachate and have a certain toxicity for different
organisms. However, studies related to the contamination of cemetery
environments are still limited, especially those that assess the ecotoxicological
potential of these substances. Terrestrial invertebrates, including springtails and
earthworms, are the most used bioindicators to assess the impacts of soil
contaminants. As there are no data on the acute and chronic toxicity of springtails
exposed to cadaverine and putrescine, the objective of this study was to evaluate
the toxic potential of both amines, under the behavioral effect of avoidance and
induction of alterations in the reproduction of the species Folsomia candida.
Springtails were exposed to soils contaminated with different concentrations of
cadaverine and putrescine, and different mixtures of these amines. For
evaluation of the avoidance and reproduction test, the individuals were exposed
for periods of 48 h and 28 days, respectively. The results obtained in avoidance
test showed that springtails had preference for the treated soil, for all treatments
carried out. The chronic evaluation assays (reproduction test) showed that the
reproduction of springtails was affected, as there was a reduction in the total
number of juveniles, especially due to the mixtures of cadaverine and putrescine
amines. From the results obtained in the study, it is possible to infer that the
methods applied in this research brought information that will contribute to a
better understanding of the toxicity of putrefactive biogenic amines, since there
are few ecotoxicological studies carried out with these amines, especially with
those from cemetery environments.

Keywords: Cemeteries, Folsomia candida, necro-leachate, biogenic amines,
avoidance teste, reproduction test
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1. INTRODUGAO

A poluigdo do solo vem se tornando, cada vez mais, motivo de grande
preocupagao para a sociedade e para as autoridades (CETESB, 2023). Este tipo
de poluicdo tem como principais fontes antropogénicas a industrializagcéo e a
expansao urbana desordenada (GAN et al., 2019). Dentre as fontes poluidoras
de origem urbana, pode-se destacar as atividades de putrefagdo cadavérica,
comuns em ambientes de cemitérios. Nesses ambientes s&o encontrados
contaminantes das mais diversas classes, como por exemplo compostos
quimicos organicos e inorganicos e agentes microbiolégicos, bem como residuos
sélidos, como flores e lixo em geral (NECKEL et al., 2021), conferindo a esses
locais uma caracteristica de poluicdo complexa. Esse tipo de poluicdo se
agravou recentemente em todo o mundo, devido ao aumento do numero de
mortes decorrente da pandemia Sars-CoV-2/19 (GOMEZ et al.,, 2022;
GONGCALVES et al., 2022).

Durante a decomposi¢cdo do corpo humano, que se inicia logo apés a
morte do individuo, é liberado um liquido de cor (marrom acinzentado) e odor
fétido caracteristico, denominado de necrochorume. Esse liquido € produzido em
larga escala (cadaver de cerca de 70 kg pode produzir até 40L de necrochorume)
e apresenta caracteristica toxica, sendo entdo o principal responsavel pela
contaminagao dos ambientes de cemitérios (DENT, FORBES e STUART, 2004).
O necrochorume em condi¢des favoraveis percola no solo e atinge as aguas
subterraneas (GOMEZ et al., 2022). Dentre as substancias toxicas do
necrochorume estdo as aminas biogénicas (AB) cadaverina (CAD) e putrescina
(PUT), originadas pela descarboxilagdo dos aminoacidos lisina e ornitina,
respectivamente (IOAN et al., 2017).

De acordo com Donnelly et al. (2021), foram detectadas concentragées
elevadas de PUT no solo de um cemitério clandestino, em um raio de 100 m da
cova onde houve o sepultamento. O estudo mostrou o potencial de migragéao do
necrochorume no solo e ressaltou a importadncia da realizacdo de analises
ecotoxicologicas em ambientes cemiteriais. Idehen e Airen (2021) mostraram
ainda que o necrochorume, além de contaminar o solo, contaminou o aquifero
proximo do cemitério. Nesses estudos, os autores alertaram para o risco
potencial desta contaminagdo a saude dos habitantes do entorno do cemitério,
pois a maioria deles usam agua de pogos como unica fonte de agua potavel.
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As AB, em concentragdes endogenas, desempenham fung¢des essenciais
para a homeostase de diferentes organismos, estando envolvidas em processos
bioldgicos naturais (BAGNI; TASSONI, 2001; RAMANI; DE BANDT; CYNOBER,
2014). Del Rio et al. (2019) reportam que concentragbes exogenas de CAD e
PUT causaram citotoxicidade em diferentes linhagens celulares. Para Gerner e
Meyskens (2004), as AB CAD e PUT podem reagir com nitritos e formar
nitrosaminas, substancias estas que apresentam alto potencial carcinogénico.
Além disso, essas aminas possuem sitios nucleofilicos, o que facilita sua ligagao
com acidos nucleicos, lipideos e proteinas, resultando em desestabilizacdo
dessas moléculas, o que pode conferir riscos ndo s6 ao meio ambiente, mas
também a saude publica (GONCALVES et al., 2022).

As respostas da biota a agentes poluidores podem acontecer
imediatamente apés um evento de contaminagdo ou por respostas a uma
contaminagao que ocorre de forma continua, por longo tempo no ambiente. Por
esta razdo, as reais consequéncias de um impacto ambiental, devem ser
avaliadas por meio de ensaios que estimem a toxicidade aguda e cronica do
agente poluidor considerado (KAPANEN; ITAVAARA, 2001). Os ensaios
ecotoxicolégicos sao importantes ferramentas utilizadas para qualificar e
quantificar efeitos de xenobiontes em ambientes terrestres.

A espécie Folsomia candida (colémbolos) é um dos bioindicadores mais
utilizados e padronizados para avaliagédo de risco ecoldgico do solo (ISO 11267,
1999, MACCARI et al, 2020). Com esse organismo € possivel avaliar a
sobrevivéncia, capacidade reprodutiva e comportamento de fuga (OECD, 2009).

Os colémbolos, por serem altamente sensiveis a alteracbes ambientais,
vém sendo amplamente utilizados como bioindicadores de impacto ambiental de
diferentes poluentes do solo (FOUNTAIN; HOPKIN, 2005; SERAFINI et al.,
2020). Os testes de fuga e reproducéo, realizados com colémbolos, sdo cada
vez mais empregados em estudos de ecotoxicidade (DOMENE et al., 2011;
KWAK; AN, 2021). No entanto, sdo escassos os estudos ecotoxicologicos da
CAD e PUT realizados com colémbolos.

Embora haja um avango nas pesquisas cientificas envolvendo a
contaminacao de cemitérios, ainda é limitado o conhecimento relacionado aos
subprodutos da decomposicdo cadavérica e o0s impactos ambientais
ocasionados pelo necrochorume. O objetivo desse estudo foi avaliar a toxicidade
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através do teste comportamental de fuga e a toxicidade crénica (reprodu¢ao) das
AB CAD e PUT, tanto de forma isolada como associadas entre si, por meio de

ensaios realizados com o biomarcador Folsomia candida.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Substancias- teste e contaminagao do solo

Foram realizados ensaios ecotoxicoldgicos com o bioindicador Folsomia
candida submetidos as aminas cadaverina (1,5-Diaminopentano, férmula
molecular NH2(CHz2)sNHz2, peso molecular 102,18 g/mol, CAS: 461-94-2 — pureza
= 97%, Sigma) e putrescina (1,4-butanodiamina, formula molecular C4H12N2,
peso molecular 88,15 g/mol, CAS: 110-60-1 — pureza = 99%, Sigma), de forma
isoladas e associadas entre si, conforme descrito na Tabela 1. As concentracdes
usadas foram determinadas em testes preliminares de mortalidade
(concentragdes de 0; 1; 10; 100 e 1000 mg kg™ de solo) néo apresentados neste
artigo.

O solo utilizado para a realizagado dos testes (latossolo) foi coletado no
Jardim Experimental do Instituto de Biociéncias de Rio Claro (Universidade
Estadual Paulista/lUNESP) e armazenado no Laboratério de Mutagénese
Ambiental deste mesmo instituto. A avaliagdo da capacidade maxima de
retencao de agua do solo (Water Holding Capacity - WHC), foi obtida de acordo
com a ISO 11267 (1999), sendo estabelecido o valor de WHC de 45%. A
contaminacgao do solo foi feita com solu¢gdes aquosas das substancias testadas,
preparada com agua de osmose reversa, cujo volume acrescentado ao solo foi
correspondente a quantidade necessaria para atingir os 45% da retengao de
agua (WHC).

Nos ensaios realizados com as substéncias isoladas, o solo foi
contaminado com cinco diferentes concentracbes de CAD e de PUT, e nos
ensaios com as associagao das AB (CAD + PUT), contaminado com quatro
diferentes concentragdes, conforme escrito na tabela 1. Ao solo do tratamento
controle foi adicionado apenas agua de osmose reversa. Ambos os testes (fuga
e reprodugcdo) foram realizados em quintuplicata, com delineamento

experimental inteiramente casualizado.
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Tabela 1: Concentragdes (em mg kg') de cadaverina e putrescina e das associagées de ambas
as aminas (CAD + PUT) utilizadas nos ensaios de fuga e de reprodugéo realizados com Folsomia
candida.

Concentragdes (mg kg™)
Identificacdo

Cadaverina Putrescina CAD + PUT
CN 0 0 0+0
C1 200 200 200 + 600
C2 400 400 600 + 1000
C3 600 600 1000 + 200
c4 800 800 1000 + 1000
C5 1000 1000 -

CN. controle negativo; C1-C5. Concentragdes testadas; CAD. cadaverina; PUT. putrescina

2.2 Bioindicador

Os ensaios ecotoxicolégicos realizados com as substancias CAD e PUT
foram desenvolvidos com o microartropode F. candida. Os espécimes
necessarios para o desenvolvimento dos ensaios foram obtidos de culturas
sincronizadas, cultivadas no Laboratério de Mutagénese Ambiental do Instituto
de Biociéncias da UNESP de Rio Claro. Os individuos foram mantidos em
recipientes de plastico, contendo substrato constituido de uma mistura de gesso
e carvao ativado (10:1 v:v). Os organismos foram acondicionados sob regime
controlado de temperatura, em B.O.D a 20 = 2 °C, com fotoperiodo 12:12 horas
claro/escuro, e alimentados com fermento bioldgico (Saccharomyces

cerevisiae), duas vezes por semana (ISO 11267, 2014).

2.3 Ensaios Ecotoxicolégicos

2.3.1 Comportamento de fuga em colémbolos

O teste de fuga foi realizado de acordo com os procedimentos descritos na
ISO 17512-2 (2011). Os ensaios foram desenvolvidos em recipientes plasticos
(10 cm de didmetro e 6 cm de altura), divididos ao meio por uma divisoria de
plastico. Em um dos compartimentos, foi adicionado 30 g de solo contaminado e
no outro, a mesma quantidade de solo controle (Figura 1). Os testes controles
foram montados com solo controle de ambos os lados (duplo controle). As

divisérias foram retiradas, apds a adicdo das amostras de solo em cada
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compartimento e, posteriormente, 20 individuos (idade de 10-12 dias) foram
colocados na linha central de cada réplica.

Os animais nao foram alimentados durante o experimento e os recipientes
usados nos ensaios foram mantidos em B.O.D a 20 + 2 °C com fotoperiodo de
12:12 claro/escuro por 48 horas. Apds esse periodo, a divisoria foi inserida
novamente, dividindo o solo nas duas seg¢des (contaminado e controle). Cada
tipo de solo foi transferido, cuidadosamente, para outro recipiente. Foi
adicionado sobre o solo agua e corante azul (nanquim), para melhor visualizagdo
e contraste dos colémbolos flutuantes. Posteriormente, foram contabilizados os
individuos de cada tipo de solo (tratados e CN) de cada réplica. Para validacao
do teste, o solo controle deve apresentar valores de distribuicdo, dentro da faixa
de 40 a 60%.

O calculo de comportamento de fuga, foi realizado de acordo com as
diretrizes da ISO 17512-2 (2011), pela equagédo: x = [(nc-nt) / N] * 100, onde o
“X” representa a taxa de evasdo dos individuos, o “nc” 0 nimero de colémbolos
no solo controle, “nt” 0 numero de colémbolos no solo tratado e o N o numero

total de individuos testados.

Figura 1 — Recipientes plasticos subdivididos em dois compartimentos iguais. Em um dos lados
foi adicionado 30 g de solo tratado e do outro, 30 g de solo controle. Fonte: Registrado pela
autora.

2.3.2 Toxicidade cronica: teste de reprodugcao em colémbolos

Os procedimentos adotados nos ensaios de reproducéo foram baseados
na ISO 11267 (1999). Os ensaios foram conduzidos em quintuplicata, em frascos

de vidro (4 cm de diametro e 7 cm de altura) contendo 30 g de solo contaminado
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com as diferentes concentragbes avaliadas (Tabela 1). Dez colémbolos com
idade entre 10-12 dias (originados de culturas sincronizadas) foram colocados
nos recipientes de vidro e alimentados com 2 mg de fermento bioldgico. O teste
controle foi realizado com solo sem contaminagdo. Os potes foram mantidos em
B.O0.D a 20 £ 2 °C, com fotoperiodo de 12:12 claro/escuro, durante 28 dias. Os
frascos foram semanalmente abertos, para a correcao da umidade e permitir a
troca de gases desses recipientes.

Apos 14 dias do inicio do experimento, os recipientes foram abertos e os
individuos novamente alimentados com 2 mg de fermento bioldgico. Ao final de
28 dias de exposicdo, o conteudo de cada frasco foi transferido para outro
recipiente, onde foi adicionado agua e corante azul nanquim, como descrito no
teste de fuga. O conteudo foi misturado cuidadosamente com o auxilio de uma
espatula, para melhor visualizacao e flutuagao dos individuos na superficie da
agua. Posteriormente, as réplicas foram fotografadas e as imagens usadas para
a contabilizagao dos colémbolos (adultos e juvenis), pelo software ImagedJ, como

descrito por Alves et al (2014).

2.4 Analises Estatisticas

Para os dados de fuga e reprodugdo em colémbolos, foram empregados
inicialmente os testes Shapiro-Wilk e Levene, para avaliar a normalidade e
homogeneidade de variancia. O numero de individuos no teste de
comportamento de fuga foi analisado pelo “Fisher Exact Test’ (Two-tailed), que
compara o comportamento observado em relacdo ao comportamento esperado
(ZORTEA et al., 2016). J& para a andlise de reprodugdo, foi comparada as
médias dos tratamentos e dos controles pelo teste paramétrico ANOVA (Analysis

of Variance), seguido do pds-teste Dunnet (p<0,05).
3. RESULTADOS

3.1 Bioensaio comportamental de fuga

Os experimentos de fuga seguiram os critérios de validagao determinados
pela 1ISO 17512-2 (2011). Apdés 48h de exposigao, a mortalidade, para os

tratamentos e controle, foi inferior a 20% e a distribuigdo dos individuos no teste
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duplo controle ocorreu de maneira homogénea, permanecendo na faixa de 40 a
60%, resultado este que validou o teste.

De acordo com os dados obtidos neste estudo, os organismos expostos
por 48h as diferentes concentragdes de CAD ou de PUT ndo apresentaram
comportamento de fuga, para nenhuma das concentragdes avaliadas (200, 400,
600, 800 e 1000 mg kg'). Assim, os resultados foram negativos para a evitagao
do teste Exato de Fisher (avoidance). Dentre os ensaios realizados com CAD e
de PUT isoladas, as concentragdes C3 (600 mg kg™' de CAD ou de PUT), foram
as de maior preferéncia de permanéncia dos colémbolos (Figura 2A).

Em relagcdo ao comportamento de fuga dos colémbolos expostos a
diferentes associagcbes de CAD e PUT, os resultados também foram negativos
para o teste Exato de Fisher. Dentre as associagdes testadas, a C3 (1000 mg
kg de CAD + 200 mg kg de PUT) foi a que teve a maior preferéncia dos
individuos (Figura 2B).
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Figura 2A - Porcentagem de comportamento de fuga de colémbolos (F. candida) expostos a
solos contaminados com diferentes concentracbes de cadaverina ou de putrescina.
Concentragdes apresentadas na tabela 1. Teste Exato de Fisher Bilateral (p>0,05).

83



CAD + PUT

S 20

]

©

£ T I .
2 T T T
(]

(a]

8 -20

T

]

2

s -40

2

[}

T .60

g

g -80

S

€

S -100

® CN C1 c2 C3 c4

Figura 2B - Porcentagem de comportamento de fuga de colémbolos (F. candida) expostos a
solos contaminados com as associagdes de diferentes concentragdes de cadaverina (CAD) e
putrescina (PUT). Concentragbes apresentadas na tabela 1. Teste Exato de Fisher Bilateral
(p>0,05).

3.2 Teste de reproducao em colémbolos

Os ensaios ecotoxicolégicos de reprodugdo seguiram os critérios de
validagcdo da norma ISO 11287 (2014). A taxa de sobrevivéncia dos individuos
adultos no solo controle foi =2 80%, com coeficiente de variagao < 30%. Os valores
das concentragcdoes utilizadas nos experimentos de reproducao estao
apresentados na tabela 1 e os valores de pH, aferidos no inicio e final do
experimento para cada unidade experimental, estdo expressos na tabela 2. O
solo, durante os experimentos, ficou, em média, dentro faixa ideal de pH para
reproducao de F. candida (5,5 a 6,5).
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Tabela 2: Valores de pH aferidos no solo contaminado artificialmente, no inicio e no final do teste
de reproducao realizado com as aminas biogénicas cadaverina (CAD), putrescina (PUT) e com
a associagéo de ambas as substancias (CAD + PUT).

CAD PUT CAD + PUT
TRATAMENTOS
pH inicial pH final | pH inicial pH final pH inicial pH final

CN 5.92 5.93 4.55 4.82 4.87 6.03

Cc1 5.76 4.84 5.18 5.61 6.12 6.48

C2 5.06 5.15 5.68 5.55 6.51 6.96

C3 5.25 5.47 5.38 5.69 6.4 6.77

C4 5.57 5.63 6.11 5.87 5.9 6.1

C5 5.95 5.99 6.23 577 - -
Média 5.59 5.50 5.52 5.55 5.96 6.47

CN. Controle negativo; C1-C5. diferentes concentragdes das aminas biogénicas cadaverina e
putrescina; CAD. Cadaverina; PUT. Putrescina. Concentragbes apresentadas na tabela 1.

Na avaliagao da toxicidade crénica de colémbolos expostos a CAD e PUT,
individualmente, apenas a concentragdo C1 (200 mg kg™') de CAD apresentou
reducéo significativa (p<0,05), de 81% do numero de juvenis, quando comparado
ao CN. Com relacdo aos resultados obtidos com PUT, nenhuma das
concentragdes analisadas apresentou diferengas significativas em relagdo ao

solo controle (Figura 3A).
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Figura 3A - Média de juvenis observados no teste de reprodugdo de colémbolos (Folsomia
candida) expostos por 28 dias a solos contaminados com diferentes concentragbes de
cadaverina e putrescina individualmente. Concentragdes apresentadas na tabela 1. (*) indica
redugdo significativa no numero de juvenis, comparado ao solo controle pelo teste
ANOVA/Dunnett (p<0,05).
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No que se refere aos resultados das AB associadas, trés das quatro
concentragdes avaliadas (C2, C3 e C4) diminuiram estatisticamente o numero
médio de juvenis, apos 28 dias de exposi¢do. A concentragdo C4 (1000 mg kg
de CAD + 1000 mg kg-! de PUT), concentragao mais elevada dentre as testadas,
induziu redugédo em >86% do numero de juvenis, quando comparado ao CN. As
concentragdes C2 e C3 reduziram o numero médio de juvenis em 67% e 84%,
respectivamente (Figura 3B).
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Figura 3B - Média de juvenis do teste de reprodugdo com colémbolos expostos por 28 dias em
solos contaminados com diferentes associagbes de cadaverina (CAD) e putrescina (PUT).
Concentragbes apresentadas na tabela 1. (*) indica redugéo significativa no nimero de juvenis,
comparado ao solo controle (CN). ANOVA/Dunnett (p<0,05).
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4. DISCUSSAO

O comportamento de fuga € uma ferramenta muito utilizada em avaliagdes
de solos contaminados. Por este teste, é avaliado o comportamento de repulsdo
de organismos endémicos de solos, em resposta as condigdes desfavoraveis
dos mesmos (MATOS-MOREIRA et al., 2011; NATAL-DA-LUZ; ROMBKE;
SOUSA, 2008). A disponibilidade de matéria organica, assim como a textura
fisica do solo podem influenciar o comportamento de fuga de organismos
edaficos (MERRITT et al.,2007; NATAL-DA-LUZ; ROMBKE; SOUSA, 2008;
SERAFINI et al., 2020). De acordo com Heo et al (2019), a matéria organica
liberada nos processos de decomposicdo cadavérica podem criar ilhas

localizadas de matéria organica importantes para a fertilidade do solo, mas que
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também podem influenciar na estrutura da comunidade de invertebrados do
local.

A diversidade de colémbolos edaficos esta relacionada com o tipo de solo
e com suas caracteristicas fisicas e quimicas. Os colémbolos desempenham
importante funcao detritivora, o que contribui para a decomposi¢cao da matéria
organica (BERUDE et al, 2015).

No presente estudo, foi observado que os colémbolos preferiram os solos
contaminados com CAD e PUT. A preferéncia dos organismos pelos solos
contaminados com as AB pode estar associada a disponibilidade de matéria
organica derivada da putrefacdo, que serve de fonte energética para esses
organismos. Resultados semelhantes de comportamento de fuga negativa foram
observados por Matos-Moreira et al. (2011), quando expuseram colémbolos (F.
candida) a chorume bovino. Esses autores também correlacionaram este
comportamento com as propriedades especificas do solo, como a
disponibilidade de matéria organica e a textura dos mesmos.

Estudos de Cravo (2015) mostram alta predominancia de colémbolos nos
solos onde ocorre putrefacdo de suinos, sobretudo na fase de liquefagdo. Singh
et al. (2018) também observaram a presenga desses organismos em amostras
de solos coletados sob cadaveres humanos em processo de putrefacdo. Por
esses estudos citados, é possivel afirmar que existe uma atracdo destes
organismos pelos subprodutos gerados no processo de decomposi¢ao. Contudo,
€ importante atentar que as exposi¢des curtas a material tdxico podem mascarar
efeito toxicos de longo prazo, como sobrevivéncia e reprodugao, tanto para essa
espécie, como para outros biomarcadores (SERAFINI et al., 2020).

No presente estudo, também foi observado alteracdo na reproducgao dos
colémbolos expostos as associacoes de CAD e PUT. Por este resultado, é
possivel inferir que, embora a toxicidade individual das aminas tenha sido baixa,
quando associadas entre si (CAD + PUT), o composto formado exibe efeito
toxico potencializado. Resultados de diferentes estudos (DEL RIO et al., 2017,
2019; RUIZ-CAPILLAS; JIMENEZ-COLMENERO, 2005) mostram aumento de
efeitos téxico, por sinergia, quando essas AB se associam com diferentes
substancias téxicas.

De acordo com Sasaki et al. (2021), as AB sao substancias-chave da
modulagao da fisiologia reprodutiva e do comportamento social. Til et al. (1997)
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avaliaram a toxicidade aguda e subaguda de cinco AB, dentre elas CAD e PUT,
apos seis semanas de exposicdo de ratos Wistar a essas aminas. Os autores
relataram, dentre outras alteragbes, a diminuicdo testicular, reducdo da
espermatogénese e baixa fecundidade. Também foi investigada por Wieczorek;
Swigtek; Durak (2021) a influéncia da triptamina, tiramina, cadaverina e
putrescina em uma espécie de pulgao (Cinara cupressi). Os resultados obtidos
para CAD e PUT foram similares aos do presente estudo, pois os autores
observaram reducgao significativa (>50%) de embrides em desenvolvimento,
sendo ainda mais severos naqueles tratados com CAD.

A reducgao da populagao de colémbolos acarreta em perdas de atividades
ecossistémicas, como a ciclagem de nutrientes, manutencgao da estrutura do solo
e controle biolégico (BERNARDINO et al., 2021). Diante do exposto, torna-se
cada vez mais necessaria a implementagao de estudos ecotoxicolégicos, que
permitam avaliar, de maneira mais efetiva, os possiveis impactos ambientais e
0s riscos a saude humana, relacionadas a contaminantes de ambientes
cemiteriais. O presente estudo traz informagdes inéditas sobre a toxicidade de
contaminantes derivados de decomposi¢cdo cadavérica, comuns de ambientes

de cemitérios, para a biota edafica.

5. CONCLUSAO

Pelos resultados obtidos é possivel inferir que colémbolos da espécie F.
candida sao bons bioindicadores de qualidade do solo. A espécie se mostrou
sensivel e um excelente organismo-modelo a ser usado em ensaios
ecotoxicolégicos, como os empregados neste estudo. Os ensaios de fuga
demonstraram que os colémbolos n&o apresentaram comportamento de fuga,
quando expostos a solos contaminados com CAD ou com PUT. Os ensaios ainda
mostraram que os organismos testes migraram para o solo tratado com as
aminas. Essa preferéncia provavelmente esteja relacionada a utilizagao destas
AB como fonte de alimento para os colémbolos. Essa afirmacdo tem como
suporte estudos de biologia forense frequentemente que citam a participagéao de
colémbolos no processo de decomposi¢ao cadavérica.

Ja a exposicao crbnica afetou as atividades reprodutivas dos colémbolos.
Foi observada uma interagdo sinérgica da associagdo de CAD e PUT, que
potencializou o seu efeito negativo sobre a reprodugédo. Alteracbes na
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reproducdo desses organismos edaficos, podem levar a diminuicdo da
populacdo de colémbolos, fato este que pode desencadear uma série de
desequilibrios relacionados as suas funcdes ecossistémicas do solo.

Por fim, estes resultados alertam para o potencial de contaminacao
ambiental e efeito toxico das AB CAD e PUT, bem como reforgam a necessidade
de estudos ecotoxicoldgicos, para avaliar impactos derivados de contaminagao

proveniente de cemitérios.
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Abstract:

Cemeteries are among the most polluting sources of groundwater and surface
water in the world. Necro-leachate, a liquid released during the putrefaction of
corpses, is the main culprit of such pollution. Among the compounds in this liquid
are the potentially toxic amines cadaverine and putrescine, which are still poorly
understood in terms of the environmental health risks they pose. This study
evaluated the acute toxicity of cadaverine and putrescine, using efficient
contamination bioindicators of aquatic environments. Danio rerio and Daphnia
magna were exposed to both amines individually or in a mixture. Acute toxicity
(LCs0) was then observed in both organisms after exposure to the amines
individually. Cadaverine showed higher lethality for D. magna (LCso — 9.5 mg. L
") and D. rerio (LCso - 335.5 mg. L") than did putrescine (LCso- 36.7 mg. L' and
LCso- 452.6 mg. L, respectively). In embryotoxicity tests with D. rerio (hatching
rate and malformations), delayed hatching, vertebral column malformations, and
pericardial edema were observed after exposure to an amine mixture. However,
co-exposure to cadaverine and putrescine was not toxic to D. magna. The results
of this study confirmed the efficiency of the bioindicators used to assess
contaminants in cemeteries and raised awareness of the toxic potential of
cadaveric decomposition by-products.

Keywords: Cemetery contamination, aquatic toxicology, Danio rerio, Daphnia
magna, environmental risk assessment
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1. INTRODUCTION

One of the socio-environmental problems that most concern the world
today is water pollution. The waste generated by a range of human actions
contributes to this problem, waste that is currently considered the primary source
of this contamination (Afangideh and Udokpoh, 2022).

Within the last decade, the burial of bodies in cemeteries has aroused the
interest of scientists, due to its polluting potential (Gongalves et al., 2022).
According to Batista et al (2022), better planning is necessary regarding burial
practices due to the risk of groundwater pollution from this type of activity. The
risks pertaining to this type of pollution must be evaluated, as the degree of
understanding with regard to the polluting loads of cemeteries remains
insufficient (Franco et al., 2022). Studies carried out in several countries have
found soil and groundwater around cemeteries contaminated with necro-leachate
(Afangideh and Udokpoh, 2022; Idehen, 2020; Netto et al., 2021; Oliveira et al.,
2022; Rodrigues and Pacheco, 2003). These studies point to the need for better
monitoring of cemetery areas and to assess, in detail, the toxic effects of by-
products coming from cadaveric decomposition (Batista et al., 2022).
Contamination from cemeteries has also been identified as a cause for concern
by the World Health Organization (WHO) and the National Council for the
Environment (CONAMA-Brazil), due to its impacts on the biological environment,
soil, groundwater, and human health (Viegas et al., 2022).

Most necropolises were built without prior studies assessing the impacts
on the environment and the local community (Neckel et al., 2021). According to
Gongalves et al. (2022), the increasing number of burials, especially during the
SarsCov-2 pandemic, led to a worsening of the pollution scenario and to an alert
about the potential ecotoxicological risks derived from the presence of necro-
leachate in cemeteries (Gongalves et al., 2022).

Cadaveric decomposition is the most relevant activity relating to the
contamination of cemetery environments (Idehen and Ezenwa, 2019; Zychowski
and Bryndal, 2015). During the decomposition of bodies, in addition to gases, a
liquid called necro-leachate is generated (Batista et al., 2022). Necro-leachate is
composed of water, mineral salts and organic substances, including the biogenic
amines (BAs) cadaverine (CAD) and putrescine (PUT); these substances are

considered toxic and responsible for the fetid odors that can be found in bodily
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fluids (Crisanto-Perrazo et al., 2022). Gémez et al (2022) mention that the adult
cadaver releases about 0.4-0.6 L/kg in body weight of necro-leachate. The
authors also warn that the physical-chemical conditions of the soil can facilitate
the percolation of this liquid and the subsequent contamination of the water table.
The necro-leachate may also carry within it microbiological agents and chemical
compounds used in life by the body (Afangideh and Udokpoh, 2022); in addition
to this, substances used in the embalming process and in the construction of
coffins are also released, both potentially raising the level of contamination in
cemeteries (Silva et al., 2020).

CAD and PUT are by-products naturally synthesized in living organisms
by the decarboxylation of amino acids. CAD (CsH14Nz2) is a by-product of the
amino acid lysine, and PUT (CsH12N2), of ornithine (Franco et al., 2022;
Gongalves et al., 2022). In endogenous concentrations, these amines participate
in important physiological processes, such as the synthesis of proteins,
hormones, and nucleic acids. CAD and PUT are also related to cell proliferation
and the maintenance of blood pressure and body temperature (Abuhlega and Ali,
2022). In addition, BAs influence membrane stability, in addition to acting as
neurotransmitters.

However, when found in high concentrations, they can be toxic to different
organisms, and pose a potential risk to the environment and public health (Dasa
et al., 2022; Wojcik et al., 2020). The toxic level of BAs is difficult to determine,
due to their specific characteristics, as well as their concomitant presence with
other amines. However, a maximum allowable level of total BAs has been
suggested at 750-900 mg/kg body weight (Abuhlega and Ali, 2022).

The zebrafish (Danio rerio) has been used in several ecotoxicological
studies. The species emerged as a vertebrate model in the investigation of
changes in embryonic development and the genotoxic, mutagenic and
carcinogenic potential of aquatic contaminants (Anifowoshe et al., 2022). The
main advantages of this model include its short life cycle, rapid reproductive
maturity, extrauterine development, high egg production and transparent
embryos, which permits easy phenotypic observation (Lee et al., 2022).
Furthermore, according to Howe et al (2013), the species’ genetic makeup is 70%

orthologous with that of human beings.
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The planktonic water flea, Daphnia magna, is also an important
bioindicator of freshwater toxicity, mainly due to its sensitivity to pollutants,
genetic stability, and representativeness in the food chain. In addition, it allows
the assessment of the acute and chronic effects of different chemical substances
(Belaid and Sbartai, 2021). D. magna are able to filter large amounts of water and
suspended particles, thus allowing a greater potential to be affected by the
ingestion of xenobiotics when compared to other aquatic organisms (Lovern and
Hart, 2022).

Considering that the environmental impacts caused by necro-leachate are
still poorly understood, the objective of this study was to evaluate the effects of
the acute toxicity of BAs CAD and PUT, isolated, or associated with each other.
The ecotoxicological study was carried out with two important bioindicators of
environmental quality (D. rerio and D. magna); the LCso in aquatic bioindicators
and embryotoxicity in the fish was also evaluated. The results of this study have
expanded our understanding with regard to BAs originating from cadaveric
putrefaction, data that may serve to assist both in the elaboration of better norms
for monitoring the effects of cemetery contaminants, as well as in the decision
making of environmental agencies, regarding the regulation of installations and

licensing of new cemeteries.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1 Chemical substances evaluated

The BAs cadaverine (1,5-Diaminopentane, molecular formula
NH2(CHz2)sNH2, molecular weight 102.18 g/mol, CAS: 461-94-2 — purity = 97 %,
Sigma Aldrich®) and putrescine (1,4-Butanediamine, molecular formula C4H12Nz2,
molecular weight 88.15 g/mol, CAS: 110-60-1 — purity = 99%, Sigma Aldrich®)

were evaluated individually and associated with each other.

2.2 Maintenance of the bioindicators
2.2.1 Danio rerio

Breeding-stage D. rerio (wild-type line) were kept under laboratory
conditions appropriate to conductivity (400 + 0.2 uS), temperature (28 °C + 0.2),
and pH (7.0 £ 0.2) (Rack Hydrus, ZEB-40, Alesco®). Conductivity was maintained
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using Red Sea Salt®, and the pH controlled using Acid Buffer™ and Alkaline
Buffer™ (Seachem® buffers). The zebrafish embryos were maintained in
reconstituted water prepared according to the USEPA (2002). The procedures
used in this study were approved by the Committee on Ethics in the Use of
Animals (CEUA), from Embrapa Environment (CEUA-Embrapa Meio Ambiente,
protocol n® 002/2022).

2.2.2 Daphnia magna

Individuals of the species D. magna were cultivated in aquariums
measuring 40 x 25 x 15 cm, containing water reconstituted with nutrients
prepared according to USEPA (2002). The reconstituted water in the aquariums
was changed twice a week. The organisms were kept in an acclimatized room
under a controlled temperature (20 £ 2° C) and fed daily with algae of the species

Raphidocelis subcapitata.

2.3 Toxicity assays
2.3.1 Danio rerio: LCso and embryos (FET test)

Preliminary tests were performed to determine the average lethal
concentration for 50% of the exposed organisms (LCso — mg. L™). The
concentrations used to obtain the LCso of CAD and PUT were 200, 400, 600, 800,
and 1000 mg. L-'. The bioassays with a BAs mixture were performed using the
concentrations in Table 1.

The FET test was performed with four different combinations of these CAD
and PUT amines. In this assay, 3-hour post-fertilization (hpf) embryos were
exposed to the mixtures for 96 hours, according to OECD protocol 236 (2013). A
negative control was carried out with the embryo medium (35 mg of NaHCO3; 60
mg of MgSOa4; 4 mg of KCI; 60 mg of CaS042H20, in a final volume of 1L of
water), and a positive control was performed with dichloroaniline (3,5-
Dichloroaniline 298%, Sigma Aldrich®, D55792).

Exposure was performed in 24-well polystyrene plates (n = 24 organisms
per treatment). Embryos were individually maintained in 2 mL of test solution,
under a 14/10h light/dark cycle at 26 £ 0.2 °C in a B.O.D incubator. Embryos and
larvae were evaluated and photographed every 24h using a stereomicroscope
(Model SMZ 2 LED, software Optika View Version 7.1.1.5, Optika®), to determine

96



the occurrence of lethality and malformations (spine, tail, pigmentation, edema,
formation of somites, absorption of the yolk sac, and heartbeat). The hatching
rate was calculated as the relation between the successful hatching of embryos

and the total number of embryos in each replica.

Table 1. Cadaverine (CAD) and putrescine (PUT) concentrations (LCso mg. L") used in the
toxicity evaluations of mixtures of these biogenic amines for Danio rerio and Daphnia magna.

Concentrations mg. L™

CAD and PUT
Association CAD and PUT,
respectively
1 1/10 LCso + 1/10 LCs0
M2 LCso + 1/10 LCso
M3 1/10 LCso + LCso
M4

LCso + LCso

CAD: cadaverine, PUT: putrescine; M1. CAD and PUT association 1 tested; M2. CAD and PUT
association 2 tested; M3. CAD and PUT association 3 tested; and M4. CAD and PUT association
4 tested, LCso. Lethal concentration at 50%.

2.3.2 Daphnia magna acute toxicity test

D. magna neonates, which were younger than 24h old, were exposed for
48h to the following treatments: control (only reconstituted water), CAD, PUT and
a mixture of both substances (CAD + PUT). Preliminary tests (0; 0.1; 1; 10 and
100 mg. L") were performed to determine the mean lethal concentration for 50%
of the individuals (LCso — mg. L"). After the preliminary tests, the following
concentrations were those definitive to obtain the LCso: 10; 16; 25.6; 40.96; 65.54;
104.86 mg. L', respectively C1 up to C6. The concentrations for the BAs mixtures
are shown in Table 1.

Organisms were distributed on 12 polystyrene well plates in a total volume
of 5 mL of test solution per well. For each treatment, the study used one plate,
each containing two organisms, thus totaling 24 replicates per treatment. After a
period of 24 and 48 h of exposure, the organisms were evaluated and compared

to the control group with regard to their immobility.
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2.4 Statistical analysis

To determine the average lethal concentration (LCs0) of CAD and PUT, as
well as their confidence intervals (95%), the “Probit Analysis” method was used.
Data were evaluated using Statgraphics Centurion XVII software, Version
1.17.04 (Stat Point Technologies 2014). The data obtained from the BA mixture
were evaluated using the STATISTICA 7.0 program for the analysis of normality
(Shapiro-Wilk) and homogeneity of variance (Levene). For the analysis of means
comparison between treatments and control, this study used the GraphPad Prism
5.0 software. Data were submitted to the parametric ANOVA (Analysis of
Variance) test, followed by the Dunnet post-test (p<0.05).

3. RESULTS

3.1 Acute toxicity bioassays with zebrafish embryos
3.1.1 Lethal concentration (LCso) calculation

The lethality of embryos exposed to the BAs CAD or PUT was determined
by the clotting of the embryo or by the absence of heartbeats. Data from negative
and positive controls validated all the tests performed (OECD, 2013). The
observed lethality after 24h of exposure was < 10% for the control group and
100% for the positive control.

The obtained results showed that the lethality rate was directly proportional
to the increase in CAD concentration. All tested concentrations induced lethality
in zebrafish embryos. After 96h of exposure, the lowest concentration tested (200
mg. L") induced 21% lethality, while the highest (1000 mg. L") induced 100%
lethality. From these results, the average lethal concentration (LCso- 96h) of CAD
was calculated (Figure 1A), the value of which was 329.65 mg. L.

Embryos exposed to putrescine presented lethality for all tested
concentrations, with dose-response—dependent characteristics. After 96h of
exposure, the concentration of 200 mg. L™ caused 8% embryo lethality. The
highest concentrations tested (C3 — 600 mg. L'; and C4 — 800 mg. L"), showed
a lethality of 25% and 100%, respectively. The LCso of PUT (96h exposure) was
of 449.56 mg. L' (Figure 1B).
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Figure 1. A) Regression analysis for the calculation of cadaverine LCso. B) Regression analysis
for the LCso calculation of putrescine. Statistical test determined by the “Probit Analysis” module.

Table 2. Mean lethal concentration LCso-10 (mg. L") to different concentrations of CAD and PUT
after 96h; 95% confidence interval (n = 24/concentration). Statistical test determined by the “Probit
Analysis” module.

LCso-10 96 h (mg. L) CAD PUT
LCso 329.65 449.56
LCuo 282.36 388.81
LCso 231.76 323.81
LCzo 172.54 247.74
LCio 90.42 142.25

LCso- 10. Lethal concentration for 50-10% of individuals tested; CAD: cadaverine; PUT: putrescine.
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The increase in lethality was significant in all treatments with embryos
exposed to CAD and PUT concomitantly (Figure 2). Effects were observed within
the first 24h of exposure. Treatment M2 (LCso CAD + 1/10 LCso PUT) increased
the lethality of individuals by 50% when compared to that of the control group.
The highest concentration (M4), equivalent to LCso CAD + LCso PUT, showed a
96% lethality for embryos. According to the results observed for M2 (LCso CAD +
1/10 LCso PUT) and M3 (LCso PUT + 1/10 LCso CAD), it may be inferred that

cadaverine was more toxic than putrescine.
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Figure 2. Lethality rate of zebrafish embryos exposed to cadaverine and putrescine mixture. M1
(1/10 LCs0 CAD + 1/10 LCso PUT); M2 (LCso CAD + 1/10 LCso PUT); M3 (LCso PUT + 1/10 LCso
CAD); M4 (LCso CAD + LCso PUT). ANOVA/Dunnett (* p<0.05).

3.1.2 Hatching delay and malformations

Table 3 displays data on the embryonic development stages (24—-96 hpf) of
the zebrafish. The control group organisms started hatching at 72 hpf. At the end
of the 96-h exposure, the hatching rate of the control group was greater than
90%.

The different concentrations of CAD or PUT evaluated in this study did not
induce changes in the hatching parameters of zebrafish eggs, when compared to
those of the control group. However, every mixture of CAD and PUT caused
morphological changes and a decrease in the egg hatching rate, except for M4,
which had such a high lethality rate (>90%) that it prevented the evaluation of
these parameters (Figure 3, 4, 5, 6).
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All CAD + PUT mixtures evaluated in this study led to the delayed hatching
of D. rerio eggs. The embryonic development stages (24-96 hpf) and zebrafish
hatching delay images are shown in Figure 3. Treatment M1, referring to the
combination of lower concentrations (1/10 LCso CAD + 1/10 LCso PUT) had less
influence on this reduction in the hatching rate by 10%, when compared to the
control group. On the other hand, the treatment that showed the greatest toxicity
was a combination of the highest concentration of CAD with the lowest
concentration of PUT (M2 - LCso CAD + 1/10 LCso PUT). This treatment reduced
the hatching of embryos by 55% after 96h of exposure (Figure 4).

Figure 3. Embryonic development at different stages of zebrafish development (24 to 96 hpf). A-
D: Standard development (control) to 24, 48, 72, and 96 hpf, respectively. E-H: Developmental
delay observed in zebrafish embryos exposed to the mixture of CAD and PUT at 24 (E), 48 (F),
72 (G), and 96 hpf (H). Source: Prepared by the author.
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Figure 4. Hatching rate of zebrafish embryos exposed to a cadaverine and putrescine mixture.
M1 (1/10 LCso CAD + 1/10 LCso PUT); M2 (LCs0 CAD + 1/10 LCso PUT); M3 (LCso PUT + 1/10
LCs0 CAD); M4 (CLso CAD + LCso PUT). ANOVA/Dunnett (* p<0.05).

The control group did not show significant morphological changes in any of
the bioassays. The same occurred for the treatments carried out with isolated
CAD and PUT, since none of the concentrations analyzed induced malformations
in the embryonic zebrafish. The treatment performed with the M2 mixture (LCso
CAD + 1/10 LCs0 PUT) showed the highest embryotoxicity. At this concentration,
21% of zebrafish embryos tested (FET test — 96h of exposure) were carriers of
morphological changes: pericardial edema and spinal deficiency malformations
were the most observed. The M1 (1/10 LCso CAD + 1/10 LCs0 PUT) and M3 (LCso
PUT + 1/10 LCso CAD) treatments induced malformations in 4%, including
pericardial edema and spinal deficiency (Figure 5). It was not possible to obtain
malformation data for M4, as this concentration was toxic to D. rerio. The
malformations found in the acute toxicity assessment for zebrafish exposed to
the CAD and PUT mixture are displayed in Figure 6.
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Figure 5. Malformations in zebrafish after 96h of exposure to different concentrations of
cadaverine and putrescine mixtures. M1 (1/10 LCso CAD + 1/10 LCs0 PUT); M2 (LCso CAD + 1/10
LCso PUT); M3 (LCso PUT + 1/10 LCso CAD); M4 (CLso CAD + LCso PUT). ANOVA/Dunnett
(p<0.05).

Figure 6. Morphological changes in zebrafish larvae after 96h of exposure to different
concentrations of cadaverine and putrescine mixtures. M1 (1/10 LCso CAD + 1/10 LCso PUT); M2
(LCso CAD + 1/10 LCso PUT); M3 (LCso PUT + 1/10 LCso CAD); M4 (CLso CAD + LCso PUT).
ANOVA/Dunnett (p<0.05). A: control (without malformations). B: pericardial edema. C: spinal
malformation. Source: Prepared by the author.

3.2 Assessment of acute toxicity in D. magna

The results of the toxicity for D. magna exposed to the BAs CAD and PUT
showed that CAD is highly toxic to the microcrustacean. All evaluated
concentrations of these BAs were lethal for D. magna, when compared to that of
the control group. The observed lethality for the control group was < 20%.

The lowest concentration tested (C1 — 10 mg. L") caused a lethality of 65%
of the individuals. Treatments C2 (16 mg. L") and C3 (16 and 25.6 mg. L)
showed 55 and 65% lethality, respectively. The treatments with the highest
concentrations (C4, C5 and C6) caused a lethality of 100% of the individuals.
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From these results, the mean lethal concentration (LCso) of CAD was calculated
after 48h of exposure, the value of which was 9.51 mg. L ' (Figure 7A).

The results obtained with PUT also showed lethality for D. magna. However,
the acute toxicity of PUT was lower than that of CAD. Treatment C1 (10 mg. L)
resulted in 20% lethality, while C2 and C3 caused 10% lethality when compared
to the control group. The treatments with the highest concentrations (C4, C5 and
C6) caused 100, 65 and 70% lethality, respectively. The LCso value (36.74 mg.
L-") obtained in the 48h of exposure assays appears in Figure 7B.

The lethality results obtained with D. magna for the treatments with the
mixture of CAD and PUT amines were not statistically different from those of the
control. Concentrations M1 and M3 induced 25% lethality; M2, 8%; M4, 29%; and
the control, 17%. The results are shown in Figure 8.
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Figure 7A. Regression analysis for the calculation of cadaverine LCso. B. Regression analysis for
calculation of the putrescine LCso. Probit Analysis.
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Figure 8. Lethality of D. magna exposed to different concentrations of a cadaverine and
putrescine mixtures. M1 (1/10 LCso CAD + 1/10 LCso PUT); M2 (LCso CAD + 1/10 LCso PUT); M3
(LCso PUT + 1/10 LCs0 CAD); M4 (LCs0 CAD + LCso PUT). ANOVA/Dunnett (p>0.05).

4. DISCUSSION

Cemeteries are among the most silent and continuous sources of soil and
groundwater contamination. The decomposition of human as well as of animal
carcasses should be considered a natural phenomenon. However, during the
decomposition process, toxic metabolites are produced that can pose a risk both
to the physical environment (water and soil) and to the biology of the
contaminated site, in addition to threatening human health (Zhou et al., 2021).
The necro-leachate generated from this process can infiltrate the soil and
contaminate groundwater, in addition to contributing to the increase of
microbiological contamination from heavy metals and toxic organic pollutants
(Franco et al., 2022).

From the results of the tests carried out with D. rerio and D. magna,
exposed separately to BAs, it was possible to infer that CAD was more lethal than
PUT, although the hatching delay values, and morphological changes, were not
statistically different from those of the control group.

The assays performed with D. rerio exposed to the CAD and PUT mixtures
show that these amines, when associated with each other, can increase the
lethality rate, and induce delays in hatching and malformations in zebrafish
larvae. Some authors also cite that CAD and PUT mixtures are more toxic than
isolated amines, due to synergistic effects occurring between them, which

105



potentiates the toxicity of other BAs such as histamine and tyramine (Donato et
al., 2022; Saad et al., 2022). Among the morphological changes in zebrafish co-
exposed to the BAs evaluated in this study, most notable are the pericardial
edema and spinal deficiencies.

Pericardial edema is identified by increased fluid in the pericardium. This
malformation is a cardiovascular abnormality resulting from both an increased
permeability of blood vessels and the accumulation of contaminants in tissues
(Vallim et al., 2022; Wu et al., 2019). According to Cooman et al (2022), another
common phenotype observed in embryotoxicity assays is spinal deformities after
exposure to different xenobiotics. Studies showed that tail curvature may be
associated with neuroinflammation caused by environmental pollutants (Iqubal et
al., 2020; Massei et al., 2019).

The cytotoxic effect of CAD and PUT during zebrafish embryogenesis may
be explained by its nucleophilic and polycationic nature at physiological pH.
According to Pelka et al (2017), the lipophilic characteristics, the electrical charge,
and the structural conformation of a molecule, can all play an important role in
the absorption of chemicals through the chorion of the zebrafish embryo.
Furthermore, they may interact with negatively charged chemical species of DNA,
RNA, and proteins (Kumar et al., 2021). This effect was reported by Del Rio et al
(2019) for HT29 intestinal cell cultures exposed to these BAs. The authors
correlated the cytotoxicity of CAD and PUT with the possibility of amine
interaction with phospholipids (of an anionic nature) and by the destabilization of
cell membranes. This information may explain the appearance of malformations
in the present study, but further studies are necessary to confirm this hypothesis.

The D. magna organisms showed greater sensitivity to an isolated BA
when compared to that of the acute toxicity tests using zebrafish. CAD also
showed a higher level of toxicity for this organism when compared to PUT (CAD
LCso of 9.51 mg. L' and PUT LCso of 36.74 mg. L'"). However, the BA mixture
did not significantly increase the lethality of exposed individuals at any of the
evaluated treatments.

Although there are no scientific references regarding an assessment of the
acute toxicity of these BAs in D. magna, studies by Spadotim (2015) carried out
using water samples near a cemetery in the city of Limeira, Sdo Paulo State,
Brazil, confirmed the acute toxicity of these samples in relation to the
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microcrustaceans D. magna and Ceriodaphnia dubia. The authors also related
this toxic effect on the test organisms to the high zinc concentration recorded in
the evaluated waters. According to Wieczorek et al (2021), CAD and PUT
increased the lethality of the aphid Cinara cupressi, as well as significantly
reducing the fecundity of these organisms in up to five generations.

According to Netto et al. (2021) and Oliveira et al. (2022), ecotoxicological
tests performed with non-target organisms is an attractive strategy to estimate
tolerable concentrations of toxic compounds present in the environment. Thus,
the tests carried out here with the bioindicators D. rerio and D. magna, to evaluate
the toxicity of BAs in cemetery environments, present important data that may
assist in providing consistent information about the risks and environmental
tolerances of this type of contamination.

A study presenting results from with the BAs CAD and PUT is
unprecedented because although the toxicity of these amines in food is well
known, little is known about the environmental impacts and effects on human
health of BAs derived from putrefactive processes in cemeteries. Considering the
high and continuous production of these amines in necropolises, the increase in
burials in the last two years, resulting from the SARS-CoV-2 Pandemic
Gongalves et al. (2022), as well as the absence of management and treatment of
effluents emitted by decomposing bodies, and the possibility of contamination of
groundwater near cemeteries (Neckel et al., 2017), these amines should be
further investigated, regarding their risks to the environment and human health.
The originality of this study also lies in the type of evaluation carried out, with
bioindicators and biomarkers of recognized efficiency for monitoring quality
and/or environmental impacts (Belaid and Sbartai, 2021; Anifowoshe et al., 2022;
Lee et al.,, 2022; Howe et al., 2013) indicated by important environmental
agencies around the world (e.g. OECD, USPEA, CONAMA-BR).

5. CONCLUSION

The data from the present study confirm the toxic potential of the BAs CAD
and PUT on the aquatic organisms D. rerio and D. magna. Delays in hatching
and malformations during the embryonic development of the fish, as well as an
increased lethality for the water flea D. magna were observed. Although mixtures
BAs did not provide significant toxic effects to D. magna, compared to the control
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group, CAD showed higher toxicity values than PUT. Mixtures of these
substances have already triggered more worrying toxic effects to D. rerio. These
data on the toxicity of BA mixtures reinforce the need for studies that assess
impacts on the soil and groundwater around cemeteries, as these amines are
released concomitantly during the cadaveric putrefaction process.

Given these observations, it is possible to conclude that the test organisms
used in the study were efficient in assessing the toxicity of the BAs CAD and PUT.
The proven toxicity of these amines highlights the requirement for more efficient
environmental management in cemeteries, which should help to control

necropolis pollution.
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Abstract

Anthropogenic interventions have had a compromising effect on environmental
health, intensifying the degradation of ecosystems, and the quantity of chemical
pollutants released into nature. Therefore, research areas within the scope of
environmental assessments and monitoring such as ecotoxicology have
contributed to the determination of the toxic potential of contaminants. A small
cyprinid known as the zebrafish (Danio rerio), the use of which has exponentially
grown, is an alternative vertebrate model for scientific research, mainly in the
assessment of environmental risks. The species exhibits several advantages for
breeding in a laboratory, in addition to presenting multi-biomarkers of
environmental toxicity. Thus, this review aims to present the main characteristics
and advantages of working with this species, as well as showing studies related
to ecotoxicology involving biomarkers of toxicity in zebrafish. The results show a
progressive trend towards employing the species in environmental risk analyses,
it being an increasingly recommended species in the assessment of the toxicity
level of a range of chemical pollutants. The development of future technologies
must contribute to scientific advancement, rendering the potential application of
this model organism an even more widespread one, which will certainly help in
bridging knowledge gaps in various areas of study.

Keywords: Ecotoxicology, toxicity biomarkers, environment pollution, Danio
rerio, model organism
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Introduction

In recent decades, an imbalance in anthropic activities has led to a
degradation of the environment, this being one of the biggest socio-
environmental problems around the world.' The exacerbated process of urban,
industrial, and agricultural sprawl has become a threat to all forms of life.? These
practices greatly contribute to the release of new chemicals into the environment,
which are often able to interact with Earth's physical and biological components,
even interfering with its natural environmental cycles.>* The main sources of
environmental contamination include the disposal of solid waste, the release of
untreated effluents, and the indiscriminate use of agrochemicals in agriculture.®
Moreover, tannery processes, pharmaceuticals, fossil fuels, and mining
industries also represent sectors that contribute concomitantly to the instability of
ecosystems.?

The translational science of ecotoxicology came to the fore with the
intention of optimizing environmental assessments and monitoring. The tests
allow researchers to elucidate the response of organisms to exposure to different
test substances.®” In addition, ecotoxicological analyses are based on the
protection of ecosystems and the prevention of environmental contamination.®
One of the most sensitive bioindicators of environmental change is fish species.®
For this reason, they are models widely applied in toxicology studies, and are
considered essential animals for research, especially in the field of
ecotoxicology.'’® Besides the economic and ecological importance, fish are
excellent model organisms because they have several biomarkers of
contamination, that superimposes on mammalian models.’ However, for some
decades, the ethics of scientific research with animal models used in laboratory
experiments has been debated.'? Since then, there has been a tendency to
decrease the use of sentient animals throughout the scientific community.
Therefore, the application of alternative models that comply with the 3Rs principle
(replacement, reduction, and refinement) are increasingly encouraged.314

The zebrafish embryos (<120 hours old) is considered an alternative
model as it conforms to the 3Rs of animal experimentation.’ Besides this, it is a
species widely used in ecotoxicological research.'® Since zebrafish embryos
easily absorb molecules inserted into their water, the first studies with the species

were already based on the teratogenic effects in embryos previously exposed to
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chemical substances.’-'® Since then, zebrafish have been used as a tool in
toxicological analysis.’ Among the main features that make D. rerio an excellent
model for such assessments is their short life cycle, rapid attainment of
reproductive maturity, short and external embryonic development, transparent
embryos, high egg permeability, low cost of laboratory maintenance, ease of
reproduction, and the high quantity of eggs produced by the female.?°
Furthermore, the species shares 70% of orthologous genes with humans and has
body plan similarities, making it additionally a promising model for molecular
studies.?!

The mode of action of test substances in D. rerio can be understood
through analyses with embryos, larvae, or adult fish. The evaluation parameter
follows different approaches since the species is a strong model for addressing
emerging questions in toxicology, such as the influence of xenobiotics on the
onset of health and disease.?? As a result, zebrafish have become popular within
several lines of biological research and present biomarkers related to different
organisms’ physiological systems and chemical modes of action.?

Some aspects pertaining to the zebrafish reproduction and embryo-larval
tests will be discussed below. Subsequently, some of the most relevant research
areas that use zebrafish as an animal model will be discussed. Thus, this review
was carried out to present the advantages and use of zebrafish as an animal
model in scientific research. We focused, with great emphasis, on the different
biomarkers of environmental assessment that the species presents, as well as

advances in its applicability in experimental ecotoxicology.

Zebrafish embryos as a toxicity model

In recent decades, the zebrafish embryotoxicity test has gained a good
scientific reputation, especially in toxicological assessments. It is considered a
low-cost and easy-handling test when compared to those of other vertebrate
models.?* The zebrafish embryo toxicity assay has shown a high correlation of
results with mammals, including humans.?52¢ The method is standardized and
recommended by several countries?” and is considered an excellent alternative
model by the European Centre for the Validation of Alternative Methods.
Furthermore, in the European Union, ethics committee approval is not required

for experiments with embryos of up to 72 hpf, because they are considered in
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vitro tests.?82° It is an experiment that makes it possible to reduce the use of
higher vertebrates, and presents methodological refinement, reducing injuries
and the mistreatment of laboratory animals.303

The direct visualization of the embryo phases in vivo allows the evaluation
of the effects of different compounds in the first 96h of life.32 Exogenous
substances easily interfere with the natural development of embryos during
ontogenesis?®; and because they are whole organisms, the permeability of the
chorion by small molecules can occur in the first stages of life, a process unlikely
to be found in cell culture systems.33 The main phases of zebrafish development
are illustrated in Figure 1.

According to OECD (test 236), zebrafish embryos are exposed to the test
substance at the blastula stage (3hpf). The toxic level of the test substance is
characterized by parameters such as egg coagulation, hatching rate, pericardial
edema, lack of pigmentation, body length, heartbeat, and malformations of the
head, tail, and yolk sac.3* With the aid of a stereomicroscope, the parameters are
analyzed every 24h for a total period of 96h (OECD, 2013). At the conclusion of
the test, an effective concentration (EC50), or even a lethal concentration of the
test substance (LC50), may be estimated, thus evaluating the level of teratogenic
effects in zebrafish.

Recent research shows the ecotoxicological effects of a range of
contaminants in the early life stages of zebrafish development.3>40 Low
concentrations of polyethylene microplastic had a negative effect on the
embryonic development of D. rerio?3. The authors reported a significant
difference in egg hatching rates and larval survival up until the end of exposure
(96 hpf).2> Some studies*' show the high rate of mortality and malformations in
D. rerio embryos exposed to petroleum-derived oils. Phenotypic effects such as
a pericardial edema, yolk sac malabsorption, and spinal deformities were the
most frequent abnormalities. Pharmaceuticals are a threat to the environment
and are often found in even higher concentrations than pesticides in river
sediment samples. 4> Researchers reported the severe teratogenic effect of drugs
in the early development of zebrafish, demonstrating acute toxicity with greater
lethality in the first 24 hpf.4?

Data in the literature using D. rerio as a bioindicator of embryotoxicity
caused by agricultural productions are also increasing in the scientific
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environment. Malformations in zebrafish larvae exposed to the insecticide
Fipronil induced decreased larvae length, heart defects, and diminishment of egg
hatchability occurred.*® Ecotoxicological effects on D. rerio embryos are also
reported as a result of exposure to herbicides.** The authors have elucidated the
effects of Orbencarb, an herbicide widely used in the agricultural sector. The
results showed that the substance negatively affected the organogenesis of
previously exposed individuals.** Furthermore, Orbencarb compromised embryo
viability and induced morphological abnormalities in the brain, yolk sac, and
spinal cord of zebrafish larvae.6

Despite the scientific relevance of toxicity tests using zebrafish embryos,
the model still has some limitations that must be considered. The main difficulty
is related to the presence or absence of chorion, a structure that surrounds and
protects the embryo against exogenous pollutants until hatching time.'® Its
structure has a large number of pores of up to 500 nm, which can hinder the
absorption of molecules through partial isolation of the embryo from external
components.*> The chorion can block the absorption of SiO2 and TiO2
nanoparticles (>50nm).*6  Additionally, nano-plastic particles (100nm) can be
effectively blocked.*” For this reason, there is the possibility of generating false
negatives in embryotoxicity assays.*8

Some approaches to assessment have included chorion removal in
treatment protocols, which allows for the initiation of exposure prior to hatching.*?
Chorion removal increased the toxicity of six organophosphate compounds when
compared to embryos with intact chorion.® The authors reported a higher
incidence of mortality and malformations in dechorionated embryos. However,
one of the disadvantages of removing the chorion before exposure is that it
prevents the use of hatching as a target in toxicological assessments; whereas
compounds that specifically inhibit hatching lead to secondary phenotypic
responses, such as a wavy notochord and malformations in somites.%" These
effects are due to a lack of hatching rather than a primary response to
contaminant exposure. Chorion removal is therefore critical to improve assay
predictability when there is an obvious potential for false negatives due to its

protective effect.%?
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Figure 1. Life cycle and main stages of zebrafish development: Source: lllustrated by Tiago Rosa

de Souza.

Toxicological studies
Immunotoxicity

The zebrafish has been reported as a robust animal model for in vivo
immunology studies.53-56 The transparency of the fish in the larval period enables
the visualization of fluorescence-labeled molecules. Thus, it is possible, for
example, to monitor the migration of cells to the site of infection.®” From an
immunological point of view, zebrafish possess cells, receptors and cytokine
expression that are also found in humans. There are 19 putative genes for Toll-
like receptors (TLR) in Zebrafish.%®

A disturbance of the immune system due to exposure to environmental
contaminants can lead to serious changes in the environment’s pathogen-host
balance: once the system is disturbed, innate cellular immune responses may fail
to defend against infections.%®

The main pro-inflammatory cytokines are currently in use as

immunotoxicology markers against various environmental contaminants.54-5
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Exposure of zebrafish embryos to concentrations lower than 3 mg/L of
cypermethrin (pesticide) can induce the transcription of genes related to cellular
apoptosis and immunotoxicity.>® Studies used zebrafish larvae to determine
immunotoxicity against exposure to graphene oxide, using the expression of
tumor necrosis factor (TNF-alpha), interleukin 1 (IL-1), and interleukin 6 (IL-6) as
biomarkers. The results of this study showed a significant increase in the
expression of these cytokines after 14 days of exposure to graphene oxide at
different concentrations.>

Contaminants such as atrazine, a pesticide widely used in various
agricultural crops, can cause altered expressions of cytokines such as TNF-
alpha, interleukin 1 (IL-1), interleukin 6 (IL-6) and interleukin 8 (IL-8).%6 In a study
in which zebrafish embryos were exposed to the herbicide Butchlor, it was
possible to observe that the mRNA level of genes related to innate immunity in
embryos was significantly induced by Butchlor. The expression of cytokine genes
such as IL-I3, CXCL-C1c, CC-chem, and IL-8 in early development was induced
dependently to the Butchlor concentration. The cytokine IL-13 acts on the
recruitment of neutrophils and macrophages at the site of the lesion. On the other

hand, the cytokines IL-8, CXCL-C1c and CC-chem are inflammatory mediators.°

Genotoxicity

Genotoxicity tests seek to identify primary DNA damage, which may be
reversed by repair mechanisms, and therefore are not transmitted to daughter
cells. In addition, these assays enable the investigation of changes in
mechanisms that affect the conservation of genome integrity.6' The most widely
used approaches in genotoxicity testing involve the identification of endpoints,
such as DNA breaks, chromosomal aberrations, and micronucleus frequency.?
In view of this, for the study of xenobiotic genotoxicity, the zebrafish model has
also proved to be an excellent one and been used in tests to evaluate the most
diverse compounds through assays that identify such endpoints.

The Comet Assay (Single Cell Gel Electrophoresis) is a test that allows
the identification of DNA breaks, one of the endpoints of genotoxicity, to take
place. It is a test characterized as sensitive and efficient in detecting the genotoxic
potential of various substances, and can be performed on a variety of organisms,

including on zebrafish.%® Tests performed with environmental samples®4.5,
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pesticides®®-68 and metals 8%7" confirm the use of the zebrafish, in various forms
(embryos or cells isolated from specific tissues), as a sensitive model for the
detection of damage to genetic material. 72

Another test capable of identifying the genotoxicity of substances is the
Micronucleus Test (MN). Micronuclei are small extranuclear structures that may
be formed of chromosome fragments or entire chromosomes, which did not join
the others during anaphase, and therefore were not included in the daughter cell
nucleus. The MN test can identify both the clastogenic and aneugenic effects of
compounds, in addition to being highly sensitive and predictive, easy to perform
and applicable to different cell types.”® Through the MN test, it is also possible to
use zebrafish as a model for evaluating genotoxicity in various contexts, such as
in water quality assessment’, in water pollution, as a form of environmental
monitoring”>78, in the development of new drugs’”’8, and in the promotion of
conscious and safe use of products.”

However, it is more common to use a combination of both tests the better
to identify a substance’s genotoxic mechanism of action, as well as the response
of the body's repair system. Studies performing the Comet assay and MN Test in
zebrafish liver cells, found a positive response for the former; that is, the
compound induced DNA breaks. However, the authors state that the lesions were
repaired, as it was not possible to detect the presence of MN in the cells.?% In
contrast, some researchers were able to correlate the two genotoxicity endpoints
positively when studying the effect of the Spent Pot Liner (SPL), a residue
generated during aluminum production, on zebrafish erythrocytes, since the
induction of genetic material fragmentation and the increase in the frequency of

MN suggested a clastogenic effect on the compound.?’

Epigenotoxicity

Several studies using zebrafish have already demonstrated its effectiveness
in the investigation of morphological and behavioral changes. However research
that characterizes the mechanisms behind these changes and their transmission
through generations is scarce.®? Among these mechanisms are those that affect
gene expression without altering the nucleotide sequence of DNA, which are
identified through epigenetic changes, some of which are inherited by different

generations.®3 The main ways by which gene expression can be epigenetically
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affected are DNA methylation, histone modification, and non-coding RNAs.8
Recently, studies that have linked epigenetic changes with exposure to toxic
substances and environmental pollutants have identified several substances
capable of altering these mechanisms.8

DNA methylation occurs when a methyl radical (-CHs) is added, most
commonly onto the carbon 5 of a cytosine, transforming it into a 5-methylcytosine.
This phenomenon may result in the silencing of the gene corresponding to the
methylated region.8¢ The use of zebrafish is advantageous for understanding
DNA methylation because its protein machinery involved in the process is similar
to that of mammals.?” For example, zebrafish have genes orthologous to those
of mammals for the so-called DNA methyltransferases (DNMTs), enzymes
responsible for adding the methyl group to DNA, especially in CpG
dinucleotides.88

Bisphenol A, a chemical utilized in the production of epoxy resins and
polycarbonate plastics, induced alterations in behavioral parameters, such as
swimming. Such alterations are attributed to changes in the methylation patterns
of nervous system-related genes.®® In another study, the investigation of the
epigenetic effects of the insecticide Fipronil showed that the deregulation of
genes involving D. rerio development was related to their hypermethylation
induced by the compound®, corroborating the idea that this epigenetic
mechanism is responsible for gene silencing.®! Zebrafish was also used as a
model to assess the epigenotoxic potential of water contaminated with trace
metals. In this study it was demonstrated that the expression of repair and
apoptosis genes was altered due to changes in DNA methylation in organs such
as the liver and gills.%?

Additionally, it was also possible to observe the transmission of epigenetic
alterations throughout the generations in zebrafish. It was demonstrated, when
exposing D. rerio embryos to different concentrations of methylmercury (MeHg),
that generations not exposed to the contaminant showed both phenotypic effects
(hyperactivity and visual impairment) and epigenetic changes in male gametes,
which occurred through the increase of differentially methylated regions in genes
associated with actin and cytoskeleton.®? It was possible therefore to establish a
direct relationship between the observed phenotypes and the molecular

mechanism behind this alteration. In another investigation using the known
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genotoxic compound, Benzo(a)pyrene, the authors stated that the alteration in
DNA methylation levels added to the dysregulation of DNMT expression,
indicates that the transgenerational inheritance of neurobehavioral and
physiological alterations caused by the compound may have been caused by
epigenetic changes in the methylation pattern in the D. rerio genome.%*

There are also records of the use of zebrafish in studies involving other
epigenetic mechanisms, such as histone modification. Such modifications occur
by the addition of radicals and are called acetylation, methylation, and
ubiquitination. Acetylation is associated with gene activation since it acts by
making the chromatin structure more accessible to transcription factors.
Methylation can act either by activating or inhibiting gene expression, depending
on the number of radicals added and the position in which they are inserted into
the histone tail, while ubiquitination is characterized by inhibiting gene
expression.%

Studies using Bisphenol A showed that in both males and females, it was
possible to observe changes in this epigenetic mechanism and how it had a direct
influence on zebrafish reproduction. In females, the deregulation of reproduction-
related genes, responsible for the maturation of oocytes, was a consequence of
changes in the chromatin structure due to the modification of histones involved in
transcription activation and gene silencing.®¢ In males, the transmission of histone
hyperacetylation patterns from the paternal epigenome to the progeny was
observed, impairing the development of the embryo.®” Zebrafish was also used
to study the transmission of epigenetic changes, induced by arsenic (As)
exposure, between generations of zebrafish. Phenotypic and epigenetic changes
induced by the compound in the FO generation, such as cognitive and motor
impairment related to post-translational changes in histones of the nervous
system's genes, were also observed in the F2 generation (the first not to be
exposed to the contaminant).%

It is also possible to find in the literature studies that use D. rerio as a model
for studying a third epigenetic mechanism: non-coding RNAs (ncRNAs). These
RNAs, transcribed molecules that are not translated into proteins, play an
important role in gene regulation through interaction with DNMTs and histones.®®
Currently, the most well-known types of ncRNAs are microRNAs (miRNAs), small
interfering RNAs (siRNAs), PIWI-associated RNAs (piRNAs) and long non-
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coding RNAs (IncRNAs). These studies focus on some ncRNAs present in
zebrafish that are conserved among vertebrates, especially in humans. A study
focused on the effects of Atrazine on the expression of miRNA-126, which is
related to the process of angiogenesis during Zebrafish development. The author
observed that the expression of this RNA was sensitive to compound exposure
and might result in changes in the processes related to the formation of blood
vessels and related structures.8

Zebrafish ncRNAs were also used to study epigenetic effects resulting
from exposure to mercury (Hg). In this study, the authors correlated the
neurotoxic effect of Hg with alterations in the expression of malat1, a IncCRNA
expressed mainly in the brain, neurocele, and notochord, and they state that this
RNA is an excellent, specific, and sensitive marker for the study of mercury
compounds and other toxic compounds.'® Another type of ncRNA, miRNA miR-
9, evolutionarily conserved and present in zebrafish, was also used to study
ethanol exposure in embryos. The data suggested that miR-9 suppression
resulted in the appearance of phenotypic characteristics related to ethanol
exposure, demonstrating that this compound has a direct influence on miRNA

expression. 0

Specific organ toxicity
Cardiotoxicity

Throughout the last decades, D. rerio has proved to be a useful tool in
relation to the studies and understanding of diseases in the field of cardiovascular
research due to its similarities to humans. In addition to developing rapidly,
another advantage it possesses over mammalian study systems is the external
development of this species, which facilitates the study not only of its morphology
but also of its physiology, such as electrical conduction and myocardial
contraction.02-1%4 The zebrafish heart is the first organ to develop perfectly,
estimated at 22 hpf. At the end of 48 hpf, the cardiovascular system is fully
functional, with a complex repertoire of metabolic processes and ion
channels.105.106

Zebrafish and mammals share similar functional characteristics of the
heart, including the directing of blood flow, a high-pressure system governed by

endocardial musculature, a regulated heart rhythm, and heartbeats associated
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with pacemaker activity. The potential morphology and basic contractile
dynamics of this cardiac system, analogous to those of humans, allow the
zebrafish to be a well-established model in experiments that focus on
channelopathies and cardiomyopathies. The zebrafish heart has also revealed
age-related changes in cardiac structure and function, such as myocyte
hypertrophy, ventricular fibrosis, and valvular lesions. Furthermore, the
pharmacological responses of the species to cardiotoxin exposure are similar to
responses obtained in humans.'07-113

Zebrafish embryos are commonly used in the investigation of the
teratogenic effects of drugs. Therefore, the cardiac function of these animals
needs to be evaluated to throw light upon the relationship between exposure and
the development of the cardiovascular system."'* The embryos have a heart
composed of two chambers that remains visible during the first week of
development. Transgenic strains of zebrafish, which express fluorescent proteins
exclusively in the myocardium, have been developed to assist in monitoring the
high heart rate in the species. 15116

In addition to transparency, which enables the direct observation of
cardiac function, the zebrafish larval stage offers benefits in the study of the
cardiovascular system regarding electrophysiological maturation and heartbeat
rhythm, characteristics that reach stability from 96 hpf.""7.1® The ex-situ
development also contributes to experiments involving transplantation, a
technique considered laborious but very promising for the investigation of cellular
autonomy. This technique has recently been expanded to include transparent
adult zebrafish.119.120

The evaluation of gene expression in zebrafish can contribute to an
extrapolation of the effects of tested compounds that induce cardiotoxicity, due
to the conservation of molecular mechanisms between this species and human
beings. Pyrimethanil fungicide-induced changes in the transcription of apoptosis-
related genes (p53, Bax, Bcl2, Casp 9, and Casp6l1) and heart development-
related genes (Tbx2b, Gata4, Myh6, Vmhc, Nppa, Bmp2b, Bpm 4 and Bpm 10)
in zebrafish.’?! Other examples of genetic markers selected in cardiotoxicity
studies in this species include SORBS2, RXRA, DNAJB6, and ANO5."122

Other authors have also investigated the cardiotoxic action of different
groups of chemical compounds in zebrafish. This includes effects such as:
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bradycardia, reduced contractility, and slow circulation provoked by medications
(mitoxantrone, terfenadine, clomipramine, and thioridazine'%6.123; damage to the
cardiovascular system caused by the pyrethroid insecticide deltamethrin'?4; and
cardiac toxicity brought about by exposure to preservatives such as triclosan and
polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs)."25

Neurotoxicity

The global occurrence of neurological diseases has progressively
increased due to several factors, including the rise in environmental
contamination caused by neurotoxic substances present in the environment.
Therefore, the assessment of neurotoxicity induced by chemical agents is an
important challenge due to the morphological and physiological complexity of the
central and peripheral nervous system.126.127

The zebrafish has become a well-established and widely used model in
the investigation of neurological and behavioral damage from different exposures
to xenobiotics.'?® Currently, both the animal in its early stages (embryonic and
larval) and in the adult stage are used in tests to elucidate brain functions and
dysfunctions that result from human neurological disorders. 129130

The neurotoxicological effects observed in zebrafish embryos can be
evaluated in relation to their spontaneous movement, initiated at around 19-26
hpf, and characterized by head and tail curling.'3'-133 During the larval stage, their
behavior can be evaluated through the distance covered, time spent active,
swimming patterns under light or dark conditions, or even the muscular activity
produced in response to a loud sound, known as acoustic startle. 134138 The
evaluation of these parameters together can lead to the characterization of
complex behaviors such as hypolocomotion, hyperlocomotion, motor
incoordination, and sickness behavior, among others.'3°

Reports have shown that different concentrations of carboxyl graphene
oxide nanoparticles induced embryo and neurodevelopmental abnormalities, as
well as changes in larval locomotion when compared to the control.’° Also, it was
observed a decrease in swimming speed by up to 116 hpf in zebrafish larvae
exposed to clozapine.' It was also reported that larvae exposed to a
concentration of 6.4 mg/L of this antipsychotic showed reduced swimming

(between 23% and 36%) throughout dark periods.'#! Toxic effects on zebrafish
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neurodevelopment, such as spontaneous movement and swimming behavior
abnormalities, produced by titanium and triphenyl phosphate nanoparticle were
also observed.4?

In adulthood, D. rerio individuals present socially interactive behavior in
groups, having the ability to distinguish their conspecifics by general appearance,
including color, shape, and stripe pattern.'#3144 Social behavior tests in adult
zebrafish were developed based on the habituation, interaction, and reaction of
individuals under social stimuli. Throughout the test, the fish are allowed to swim
freely, and their social preferences may be assessed by measuring the time spent
by fish in the zones of social stimulation.'#® Short-term exposure to oxybenzone
in adult zebrafish induced individuals to spend less time interacting with the shoal
due to a loss of social motivation, instead of the motor deficits caused by the
exposure to the studied pollutant.’#,

In addition, other authors have reported anxiety-like larval behavior
through thymotaxis, shown by the individuals having a preferred location at the
edge of the aquarium.™.'48 The escape response to threatening stimuli was
another behavior analyzed during this period.'® Likewise, the neurotoxicological
effects caused by xenobiotics are commonly investigated in adult zebrafish
individuals; for example by inducing anxiety and testing aggressive behavior.
150,151

The neurodevelopment of zebrafish shows similarities with the human
species’21%3 in addition to its having neuroanatomical structures and
organization homologous to those among mammals in the developing brain.154.1%5
The species also has telencephalic neuroanatomical regions, an optic tectum,
and a thalamus, hypothalamus, cerebellum, olfactory bulb, and spinal cord.%6:157
In this context, the presence of glial cells, astrocytes, oligodendrocytes, Purkinje
cells, and myelin and neuronal circuits similar to those observed in mammals was
also identified.29:158.159

The incorporation of chemical substances in the brain is restricted by the
blood-brain barrier (BBB), present in mammals, responsible for maintaining
homeostasis in the brain.’®® Zebrafish have a BBB similar to that of higher
vertebrates (3 dpf), and as its embryonic and larval development occurs ex utero,

access to the central nervous system is facilitated. Therefore, an animal model
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with a BBB which resembles that found in mammals is of great interest for the
study of neurotoxic diseases in humans.'52.161-163

Like other vertebrates, the species has the classic sensory characteristics
(sight, taste, hearing, smell, balance, and touch), and in general, shares
similarities with humans.'® Other studies also show the use of zebrafish to
investigate the action of chemical agents on the sensorimotor system?6
regarding visual impairment'®.167 olfactory toxicity'®®, ototoxicity'®®170, memory

and learning'"'72, and locomotor activity. 73174

Hepatotoxicity

The liver is an essential organ that performs numerous activities, including
being the site for the synthesis of blood proteins, such as clotting factors, and
detoxification of xenobiotics, toxins, and drugs.'”® Due to its role in toxin
metabolism and its sensitivity to environmental pollutants, this organ has been
highlighted in toxicological studies related to contamination by organic and
inorganic chemical agents.'”®

Toxic substances that cause injury or functional disorders to the liver are
called hepatotoxins and are generally related to environmental contamination and
pharmaceutical uses, such as metals, persistent organic compounds,
hydrocarbons, pesticides, detergents, and drugs."”” These compounds can be
easily absorbed by vertebrates and invertebrates in various ways, such as in
breathing or feeding, and in addition to bioaccumulation in organs and tissues,
they can generate metabolic and enzymatic variations.’”® Among the liver
changes caused in the presence of toxic substances, zonal necrosis, hepatitis,
cholestasis, steatosis, granuloma and even neoplasia stand out.'”?

The zebrafish is a promising model for the evaluation of hepatotoxicity
mechanisms and has been widely used in studies of environmental contaminants
and the pharmaceutical industry as well as in research related to behavioral
biology'®°, pharmacology'', and toxicology.'®? More sensitive liver toxicity
studies generally use in vivo tests, as they allow the study of sample toxicity within
the physiology of an entire organism. '8 Furthermore, transparency provides an
advantage in detecting and monitoring developmental changes, and organ

differentiation, which makes them accurate models for hepatotoxicity research.84
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The zebrafish liver has every cell type that the mammalian liver possesses,
except for Kupffer cells, which are hepatic immune cells. However, it performs
essential functions such as glycogen storage, metabolism of xenobiotic, and
secretion of bile and serum proteins. In this way, it performs the same functions
as the human liver.8 |t is fully functional at only 5 dpf, allowing the in vitro study
of fish larvae in hepatotoxicity assays.'®

In a work using zebrafish larvae, the hepatotoxicity of six hepatotoxic drugs
in mammals and two non-hepatotoxic compounds was evaluated, considering
specific hepatotoxic activities, such as degeneration and alteration of liver size,
or retention of the yolk sac. The work showed that all hepatotoxic drugs in
mammals induced hepatic degeneration, reduced liver size and delayed yolk sac
absorption in zebrafish, while non-hepatotoxic drugs did not generate adverse
effects, presenting a similar rate of results when compared to those in mammals,
highlighting the zebrafish as a successful model in the overall prediction for
hepatotoxic drugs.'”®

There are various methods for evaluating hepatic toxicity in zebrafish,
such as the visual assessment of macroscopic and microscopic morphological
changes, in addition to enzymatic tests, hepatic excretion, and chemical
evaluation of liver constituents.'®” Antioxidant enzymes can be increased or
decreased under chemical stress, being essential for the conversion of ROS into
harmless metabolites.'®® The increase in reactive oxygen species (ROS) and the
excessive accumulation of antioxidant enzymes are associated with oxidative
stress in aquatic organisms, which negatively affects macromolecules such as
lipids, proteins, and nucleic acids. Furthermore, it influences the imbalance
between oxidation and the antioxidant system, resulting in excessive oxidation.'8°

Some authors demonstrated a significant increase in the antioxidant
enzymes superoxide dismutase, catalase, and peroxidase in the liver of male and
female fish exposed to the fungicide tebuconazole.'® The pesticide thiophanate-
methyl also showed hepatotoxicity in D. rerio and induced disturbances in liver
metabolism by activating caspase-3 and oxidative stress. The authors mention
the gradual accumulation of ROS and the increased activity of catalase and
superoxide dismutase in the groups exposed to the contaminant.'®® Additionally,

hepatotoxicity was reported in zebrafish larvae exposed to the pollutant
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fraxinellone. The results showed that at the highest concentrations, ROS levels
were tripled in comparison to the control.’’

A study evaluating the potential toxic effect of microplastics on zebrafish
found that after seven days of exposure the compound accumulated in their
livers. A histopathological analysis showed that the microplastics caused an
inflammation and accumulation of lipids in the animals’ livers, in addition to a
significant increase in the activity of catalase and superoxide dismutase
enzymes, indicating oxidative stress'®. The metabolic evaluation suggested
changes in the hepatic, lipid, and energy metabolism of the zebrafish.'3? Long-
term exposure of the broad-spectrum fungicide, Flutolanil was also studied using
zebrafish as a study model. In this work, fish were exposed to different
concentrations of the chemical (0, 0.25, 50, and 1000 pg/L). The results obtained
on hepatotoxicity showed that catalase activity fell in all groups treated with the
compound and some pathological changes in the liver occurred, including hepatic

vacuolization.193

Nephrotoxicity

The kidney is an important excretory and regulatory organ; it becomes
therefore particularly vulnerable to xenobiotic activity. Once it undergoes
changes, it is unable to perform its main function, namely, removing toxic
molecules from the circulation. It has a very complex anatomic composition and
a great variety of cell populations. In mammals, for example, the kidney has more
than 20 cell population types, including epithelial and mesenchymal cells.’® Due
to the many important functions performed by this organ, monitoring biomarkers
that indicate kidney failure and histopathological aspects have become popular
among toxicological bioassays.'%*

Since the zebrafish is a freshwater species, the main function of its kidney
is water excretion and osmoregulation. Even so, the similarities between
zebrafish and mammal kidneys make the former an excellent experimental model
for renal research, being mostly used for investigations of glomerular filtration and
renal tubule evaluations on both larvae and adult phases.'® A study showed that
microcystin-LR (MCLR) induced nephrotoxicity in adult zebrafish. After a 60-day
exposure to different concentrations of MCLR (0, 1, 5, and 25 pg/lL),
histopathological lesions such as renal tubules filled with eosinophilic casts,
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abnormal renal tubules, intertubular space decrease, and blood infiltration in
renal cells were observed.”® When investigating the nephrotoxicity of
acetaminophen (n-acetyl-para-aminophenol, paracetamol) in zebrafish embryos
at different developmental stages, researchers showed that between the control
group and acetaminophen-exposure group (2.25 mM), no morphological changes
were observed in zebrafish kidneys. However, after exposure to higher dosages
(22.5 and 45 mM), the kidneys showed signs of malformation, such as a curved
and cystic pronephric tube, pronephric duct, and cystic and atrophic glomerulus.
The authors concluded that malformed kidney phenotypes are dose-
dependent.'¥”

In mammals, the kidney develops in three stages. The first occurs in the
organ’s embryonic stage, the pronephros, which is characterized by having a pair
of glomeruli. Then the pronephros is replaced by the mesonephros which is later
replaced by the adult kidney. In fish, the kidney ceases developing with the
formation of the mesonephros.’® The cell types presented in zebrafish
pronephros (larval stage), and mesonephros (juvenile and adult stage) are
analogous to those found in higher vertebrates. Therefore, they are considered a
good model for studies of renal function and the damage induced by drugs and
xenobiotics, in addition to research involving renal cell regeneration.'® Despite
the simpler anatomy of zebrafish compared to mammals, the similarities between
cellular constitution, fish pronephros function, and mammalian metanephros
make zebrafish attractive for research on renal function.?

Aristolochic acid (AA), a compound used in phytotherapy drugs, induced
damage in zebrafish kidneys. It was observed that at 15 days post-fertilization
exposed for eight days to 0.5 yM AA, zebrafish kidneys showed clear signs of
acute injury, which led to a loss of function in the glomerular filtration barrier.!>!
A studied that approached the nephroprotective effects of resveratrol and ursolic
acid, demonstrated that those substances can attenuate the AA-induced
malformations, concluding that zebrafish are an efficient model for assessing
nephroprotective compounds.'®! Other studies on zebrafish kidneys addresses
their regenerative characteristics, including the ability to replace epithelial
populations after acute injury and to develop new renal functional units called

nephrons.2%!
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Endocrine system disruptions

In recent times, a significant increase has been noted in deviations from
normal physiological development and in the incidence of rare diseases?°?, which
may be triggered by endocrine system disruption, leading to negative effects, as
the individual is exposed to substances known as endocrine disruptors (EDs).2%
According to the U.S. Environmental Protection Agency, endocrine disruptors are
exogenous chemicals that can interfere with the homeostasis of natural hormone
synthesis, secretion, transport, binding, and elimination of the organism.204.205

These persistent organic pollutants are heterogeneous and may be
classified as natural or synthetic. Among the best known synthetic EDs are
polychlorinated biphenyls, polybrominated biphenyls, bisphenols, benzophenone
phenols, polychlorinated and polychlorinated aromatic hydrocarbons, industrial
EDs, plastics, pesticides, fungicides, cyclic synthetics, and chemical and
household products.206-209

The excretion of crude endocrine-disrupting compounds and their
metabolites in water and sewage treatment plants may be the main route of
contamination of water resources.?'® Studies show that even after all the stages
of wastewater treatment, ED agents of the estrogen class and others can be
detected in the final product, due to the inefficiency of their removal during
treatment.211.212

The contact of fish with the abovementioned ED hormones can lead to
hormonal imbalances that affect testicular growth, reproductive anomalies,
feminization of male fish, and consequent reduction of population.?'3 Additionally,
such substances have a bioaccumulative potential and can reach the fish in two
different ways: direct participation through inhalation exposure or via the diet
through trophic transfer.2'4

Zebrafish have been one of the most utilized aquatic bioindicators to perform
toxicity tests that evaluate the effect of endocrine-disrupting compounds, due to
their useful characteristics as a biological model.?'®> The polycyclic aromatic
hydrocarbon Benzo(a)pyrene induces mortality and the premature hatching of
zebrafish. Polychlorinated hydrocarbons also generate harmful effects on the
species, among which 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) stands out.?
According to one study, malformations and increased mortality were identified in
the subsequent offspring of zebrafish fish during an embryogenesis experiment.
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Deformities were also observed in the cranial and axial skeleton during the adult
phase, and failures in reproduction, with a clear decrease in egg production and
feminization of the population, where fish with distinctly feminine aspects carried
testes instead of ovaries.?"”

Short-chain chlorinated paraffins (SCCPs) can negatively influence gene
expression by altering the hypothalamic-pituitary-thyroid (HPT) axis and thyroid
hormone levels.?'® Heavy metals can also act as endocrine disruptors in D. rerio:
exposure metals generate behavioral dysfunctions in the species, such as more
frequent ascents to the water surface, an increase in the percentage and intensity
of tremors, and erratic movements.?

Bisphenol A (BPA) is a potential ED, used commercially for the
manufacture of epoxy resin and polycarbonate plastics; therefore,
ecotoxicological tests are extremely important for assessing their effects on
organisms. The exposure of D. rerio to three different concentrations of BPA for
15 days demonstrated both a reduction in global DNA methylation and in the
expression of the enzyme DNA methyltransferase 1 (DNMT1), besides
interrupting stages of the fish reproductive processes.??® As well as interfering in
these processes, BPA induced a significant increase in the production of reactive
oxygen species and lipid peroxidation, resulting in disturbances in membrane

fluidity, in addition to the loss of its mitochondrial integrity and functionality.??!

Conclusions and future perspectives

The global acceptance of D. rerio as a modern experimental animal model
is increasing gradually. As has been seen, the use of zebrafish has recently been
elucidating fundamental biological processes in an interdisciplinary manner,
covering several areas of study, particularly toxicology and biomedical research,
throughout both their adult and embryo-larval stages.

In this literature review, we highlighted the progress of the species’
scientific applicability in the field of environmental toxicology. The studies
discussed here are related to its response to exposure to different xenobiotics,
involving experiments with the embryonic, larval, and adult stages of zebrafish.
This demonstrates the efficiency of this animal model as a tool in ecotoxicological
tests, due to the increasingly sophisticated methodologies being developed to

elucidate the cause and effect of environmental contaminants.
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The future is promising for zebrafish in animal experimentation, and it is
believed that their use will increase in the coming years. New lines of research
promise scientific advancements with the species, especially in the assessment
of the adverse effects of environmental contaminants. As an example, we can
consider the improvement of omics techniques (genomics, proteomics, and
metabolomics), as well as the use of mathematical and computational models in
toxicological analyses.

The zebrafish, especially the embryo and larvae will become an
increasingly routine as high throughput screening (HTS) of small molecules and
drug libraries in the discovery process of promising new therapeutics. Besides
this, a ‘safe-by-design’ approach should be established using zebrafish, which
presuppose the synthesis of safe substances after modifying their toxic
properties. Therefore, with contemporary technology together with innovation
through emerging technologies, we can predict that many knowledge gaps will
certainly be bridged with advances in research using D. rerio as an animal model.
The present review provides an insight into the current status of ecotoxicological
knowledge obtained through zebrafish bioassays. The data presented also show
the need for a comprehensive future ecotoxicological assessment with this
model. This information will assist in inferring the potential effects of xenobiotics

and predicting their potential risks to the aquatic ecosystem.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo traz importantes informacdes sobre a contaminagao que
ocorre em ambientes de cemitérios, sobretudo quanto a toxicidade das aminas
biogénicas geradas durante o processo de decomposi¢ao cadavérica. De acordo
com os resultados obtidos com os diversos bioindicadores e pelos ensaios
realizados com as diferentes concentracbes das AB CAD e PUT, é possivel

concluir que:

v Para uma analise mais fidedigna dos efeitos toxicos de uma substancia, é
importante realizar ensaios toxicoldgicos com diferentes bioindicadores e
biomarcadores. Analises realizadas com organismos de diferentes niveis troficos
e por diferentes ensaios permitem ampliar as possibilidades de extrapolagao dos
dados de toxicidade para outros organismos de sensibilidade equivalentes, o que
acaba contemplando mais elementos da biota do ambiente considerado. Quanto
mais informacao se tem a respeito de uma substancia, maiores sao as certezas
dos impactos que ela pode causar ao meio ambiente e a saude humana;

v'CAD e PUT apresentaram diferentes niveis de toxicidade para os
bioindicadores testados. Os testes realizados com as aminas isoladas (CAD ou
PUT) mostraram que a CAD é mais citogenotoxica que a PUT. Contudo, nos
ensaios realizados com as aminas associadas (CAD+ PUT) foi observado
aumento de toxidade das aminas, inferindo um efeito téxico potencializado para
as misturas, exceto para D. magna;

v As AB foram capazes de interferir no indice de germinagcdo e no
desenvolvimento da radicula e do hipocdtilo de L. sativa. Os efeitos ficaram mais
severos com o aumento das concentragdes (200 — 1000 mg kg™'/ solo). Esses
resultados comprovam o potencial fitotoxico das AB avaliadas;

v Pelos ensaios realizados com o bioindicador A. cepa, foram observadas,
alteracbées no indice mitético e indugcdo de aberragbes cromossOmicas e
nucleares, para as diferentes concentragdes avaliadas de CAD e PUT. Os
ensaios de alteragdo cromossémica mostraram que as misturas de CAD e PUT
apresentam efeito citogenotdxico e potencial mutagénico potencializado, em
relagao aos resultados obtidos com as aminas isoladas. O teste mostrou ainda
uma acgao aneugénica para essas aminas. Os efeitos das concentra¢des das AB
de forma isolada, s6 foram significativos para CAD, o que corrobora outros
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resultados observados no estudo e descritos na literatura, para a maior
toxicidade desta amina, em relagao a PUT;

v Os colémbolos ndo apresentaram comportamento de fuga quando
expostos a CAD e PUT, mas sim preferéncia pelos solos contaminados.
Contudo, a longo prazo, as AB combinadas, foram capazes de afetar a
reproducao destes individuos, diminuindo o numero total de juvenis, apos 28 dias
de exposicao.

v" A CAD também apresentou maior efeito sobre a letalidade da espécie D.
magna (CLso 9,5 mg. L"), quando comparado a PUT (CLso 36,7 mg. L"). As
associacdes das aminas avaliadas neste estudo, ndo potencializaram o efeito
téxico das AB para este organismo.

v De forma isolada, a CAD também induziu maior letalidade em D. rerio
quando comparado a PUT, sendo a ClLso 335,5 mg. L' e CLso 452,6 mg. L,
respectivamente. A combinacdo de CAD e PUT foi capaz de interferir no
desenvolvimento de embrides e larvas de zebrafish. A embriotoxicidade das
aminas foi comprovada pelo atraso da eclosdo e aumento de malformacgdes,
incluindo deficiéncia na coluna e formagao de edema de pericardio;

v" Todos esses efeitos toxicos detectados para as AB putrefativas, levam a
uma preocupacdo quanto ao potencial toxicoldégico dos subprodutos da
decomposicdo cadavérica e sobre os efeitos que esses produtos podem
desencadear sobre a biota endémica de solos e aguas que recebem esses
residuos. Frente a tudo isso, este estudo traz elementos que comprovam a
necessidade urgente de mais estudos, que avaliem os riscos destas substancias

para os ecossistemas impactados e para a saude publica.
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