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RESUMO

Os cemitérios representam potenciais fontes de contaminagdo ambiental, em funcdo da
dissemina¢do de materiais bioldgicos (bactérias, fungos e virus) e liberagdo de compostos
quimicos provenientes do processo de decomposi¢do cadavérica e de materiais utilizados no
sepultamento. Entre esses residuos, destaca-se o necrochorume, liquido formado durante a
decomposicdo, que contém aminas biogénicas (como cadaverina e putrescina), metais e
diversas substancias potencialmente toxicas ao meio ambiente e a satde publica. Neste estudo,
foram avaliados os potenciais citotoxicos e genotdxicos de solubilizados de solos contaminados
por necrochorume, obtidos em uma simulagdo de ambientes de cemitérios, realizada pela
inumacao de uma carcaca suina (Sus scrofa domesticus L.) em estrutura cilindrica metdlica,
planejada para este fim. As amostras de solo foram coletadas em quatro periodos (TO: 0 dias;
T1: 15 dias; T2: 90 dias; T3: 180 dias, pés-inumagdo) ¢ em quatro profundidades (P1:
superficie; P2: 1,5 m; P3: 1 m; P4: 0,5 m acima da base), sendo submetidas a cinco dilui¢des
dos solubilizados de solos (5; 2,5; 2; 1,25; 0,625 pL/mL). Foram avaliados os efeitos citotoxicos
(ensaios de MTT, resazurina e azul de trypan) e genotoxicos (ensaio do cometa, versdo alcalina)
dos solubilizados de solos, utilizando nesta andlise a linhagem celular derivada de figado de
Danio rerio (ZFL). Os resultados de citotoxicidade demonstraram uma maior sensibilidade para
os ensaios MTT, seguido pelos ensaios de resazurina. O ensaio do azul de trypan, mostrou baixa
sensibilidade, sugerindo que os compostos toxicos presentes no necrochorume atuam
predominantemente por mecanismos relacionados a disfun¢do mitocondrial, tendo menor
impacto na integridade da membrana celular. A citotoxicidade foi mais pronunciada nos
periodos T2 e T3, especialmente nos pontos P2 e P3, associados a percolacdo vertical do
necrochorume. O ensaio do cometa revelou efeito genotdxico em T1, no ponto P2, indicando
acao clastogénica de compostos liberados nos estagios iniciais da decomposi¢ao cadavérica. Os
resultados obtidos no estudo reforcam o potencial toxico do necrochorume e evidenciam a
relevancia de monitoramento continuo em areas de sepultamento. Além disso, ressaltam a
importancia de estudos ecotoxicologicos para subsidiar politicas publicas voltadas a gestdo
ambiental e seguranca dos ambientes de cemitérios para a saide humana, bem como e a

protecao dos recursos naturais

Palavras-chaves: Aminas biogénicas; Biomarcadores celulares; Clastogenicidade; Disfun¢ao

mitocondrial; Ecotoxicologia; Percolagdo vertical de necrochorume.



ABSTRACT

Cemeteries represent potential sources of environmental contamination due to the
dissemination of biological agents (bacteria, fungi, and viruses) and the release of chemical
compounds arising from cadaveric decomposition and burial materials. Among these residues,
necroleachate stands out as a liquid byproduct of decomposition that contains biogenic amines
(such as cadaverine and putrescine), metals, and a variety of substances potentially hazardous
to the environment and public health. In this study, the cytotoxic and genotoxic potentials of
soil extracts contaminated with necroleachate were investigated using a simulated cemetery
environment. The simulation was conducted by burying a swine carcass (Sus scrofa domesticus
L.) within a specially designed cylindrical metal structure. Soil samples were collected at four
different times (TO: 0 days; T1: 15 days; T2: 90 days; T3: 180 days post-inhumation) and at
four depths (P1: surface; P2: 1.5 m; P3: 1 m; P4: 0.5 m above the base), and subsequently
subjected to five dilutions of the soil extracts (5; 2.5; 2; 1.25; 0.625 uL/mL). The cytotoxic
effects (MTT, resazurin, and trypan blue assays) and genotoxic effects (comet assay, alkaline
version) of the soil eluates were evaluated, using the cell line derived from the liver of Danio
rerio (ZFL) in this analysis. The cytotoxicity results demonstrated higher sensitivity for the
MTT assays, followed by the resazurin assays. The trypan blue assay showed low sensitivity,
suggesting that the toxic compounds present in necro-leachate act predominantly through
mechanisms related to mitochondrial dysfunction, with a lesser impact on cell membrane
integrity Cytotoxicity was most pronounced during periods T2 and T3, particularly at points P2
and P3, which are associated with the vertical percolation of necroleachate. The comet assay
demonstrated a genotoxic effect during T1 at point P2, indicating the clastogenic action of
compounds released in the early stages of cadaveric decomposition. The results of this study
reinforce the toxic potential of necroleachate and highlight the importance of continuous
monitoring in cemeteries. Furthermore, we emphasize the need for ecotoxicological studies to
support public policies related to environmental management, as well as the safety of cemetery

environments for human health and natural resources.

Keywords: Biogenic amines; Cellular biomarkers; Clastogenicity; Ecotoxicology;

Mitochondrial dysfunction; Vertical percolation of necroleachate.
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1. INTRODUCAO

O crescimento acelerado da populagdo humana tem contribuido significativamente para
o agravamento de diversos problemas ambientais, entre os quais se destaca a intensificacdo da
geracdo de residuos solidos. Essa problematica configura-se como um dos grandes desafios
socioambientais a serem enfrentados no século XXI, sobretudo em fun¢ao de seu volume
crescente e da complexidade associada ao seu manejo e disposi¢ao final (LINDAHL; GRACE
et al., 2015; FERREIRA; LOFRANO; MORITA, 2020; FERREIRA; LOPES, 2020). Nesse
contexto, torna-se imprescindivel compreender os efeitos desses residuos sobre os sistemas
bioldgicos, o que tem motivado a realizagdo de inimeros estudos voltados a avaliagdo de sua
toxicidade, com énfase na identificagcdo de impactos adversos a saide ambiental ¢ humana
(LEME; MARIN-MORALES, 2009; HOORNWEG; BHADA-TATA; KENNEDY, 2013;
YANG et al., 2017).

Dentre as fontes antrépicas de contaminacdo ambiental, destacam-se as atividades
agricolas, industriais e urbanas, sendo essas ultimas responsaveis por uma ampla gama de
contaminantes, incluindo aqueles derivados das atividades de decomposicdo cadavérica
caracteristicas dos ambientes de cemitérios (CAMPOS, 2007; JONKER; OLIVIER, 2012;
NECKEL et al., 2017; CARVALHO, 2019; GONCALVES et al., 2021). A contaminagao
associada aos cemitérios se da, principalmente, por processos putrefativos que se iniciam logo
apds a morte. Durante o processo putrefativo € liberado um efluente altamente poluente,
denominado de necrochorume, composto por uma mistura de substincias organicas e
inorganicas (CARTER; YELLOWLEES; TIBBETT, 2008; OLIVEIRA, 2015; GONCALVES
et al., 2021; MASON et al., 2022), além de uma alta carga de contaminantes bioldgicos
advindos do corpo sepultado (TERRA; PRATTE-SANTOS; FREIRE, 2008; NECKEL et al.,
2020; QUINTON et al., 2020).

Durante o processo de decomposi¢do cadavérica, estima-se a liberacdo de
aproximadamente 0,60 litros de necrochorume por quilograma de massa corporal (SILVA,
1998; MACEDO, 2004; CARNEIRO, 2008; ZYCHOWSKI; BRYNDAL, 2014). Essa
liberacdo continua e insidiosa de compostos toxicos oriundos da degradagdo organica
representa uma fonte relevante, porém frequentemente negligenciada, de contaminagdo
ambiental associada aos cemitérios (AMORIM; CRUZ, 2014; KEMERICH et al, 2014). Tal
contaminagcdo se d4, predominantemente, por percolacdo vertical, o que dificulta sua
visualizagdo direta e contribui para sua caracterizagdo como um processo oculto e de dificil
detecgio no solo (RODRIGUEZ-EUGENIO; MCLAUHLIN; PENNOCK, 2018).
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O necrochorume, liquido viscoso de coloragdo marrom acinzentado e odor pungente,
apresenta alta carga patogénica e composicao complexa, sendo constituido por 60% de agua,
30% de sais minerais e 10% de substincias organicas (SILVA, 1998; CAMPOS, 2007). Dentre
0s seus compostos organicos destacam-se as aminas biogé€nicas cadaverina (CsHisN2) e
putrescina (CsH12N2) (BUZZATTE, 2009). Essas aminas possuem sitios nucleofilicos que
favorecem sua interagdo com macromoléculas bioldgicas essenciais, como DNA, proteinas e
lipideos, conferindo-lhes propriedades toxicas e potencial genotoxico (GIROTO et al., 2010;
HUSSAIN et al., 2011; LUENGO; OLIVEIRA, 2020).

As caracteristicas fisico-quimicas do necrochorume facilitam sua percolagdo no solo,
permitindo que os contaminantes atinjam areas significativamente distantes do ponto de
origem, inclusive corpos d’dgua superficiais e subterraneos. Essa capacidade de transporte
amplia os riscos ambientais, uma vez que os compostos organicos e inorganicos da
decomposi¢do podem atingir diferentes compartimentos ambientais € comprometer a qualidade
dos ecossistemas afetados (COSTA SILVA; FILHO, 2008; SANTOS et al., 2015; FRANCISCO
etal., 2017; NECKEL et al., 2017; FRANCO et al., 2022).

A qualidade ambiental pode ser avaliada por meio de diferentes ensaios ecotoxicologicos
realizados com bioindicadores, os quais permitem estimar impactos aos sistemas biologicos
provocados por diferentes classes de poluentes (ASIF; MALIK; CHAUDHRY, 2017). No caso
especifico da contamina¢do por necrochorume, a avaliagdo experimental pode ser conduzida
sob condi¢des simuladas, como pela técnica de inumacgdo de carcacas suinas (Sus scrofa
domesticus L.), que ja vem sendo amplamente empregada nos estudos forenses
(NIEDEREGGER et al., 2014; MATUSZEWSKI et al., 2020; DEBRUYN et al., 2021;
SHARMA; SHARMA; TANWAR, 2025).

A escolha do suino como modelo experimental justifica-se por suas semelhancgas
anatOmicas, fisioldgicas, metabolicas e alimentares (onivoria) com os seres humanos, bem
como pelos padrdoes comparaveis nos processos de decomposicio (CAMPOBASSO et al.,
2001; KEOUGH; MYBURGH; STEYN, 2016; SZELECZ et al., 2018; DEBRUYN et al.,
2021). Dessa forma, as informacdes obtidas quanto as caracteristicas fisico-quimicas e toxicas
do chorume derivado da decomposicdo de carcagas suinas podem ser extrapoladas para os
possiveis efeitos do necrochorume humano. Essa abordagem representa uma alternativa viavel
e eticamente aceitdvel para a investigacdo de potenciais impactos ecotoxicologicos em
ambientes de cemitérios, contribuindo para a melhor compreensdo dos riscos ambientais

associados a disposi¢do de corpos humanos.
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Ensaios realizados com linhagens celulares (sistemas in vitro) tém sido amplamente
empregados em avaliacdes de toxicidade de agentes quimicos ou de amostras ambientais
(POTESER, 2017). Esses bioensaios permitem analisar efeitos especificos, tanto de substancias
quimicas isoladas como de composigdes entre diferentes compostos (FENT, 2007; HUANG et
al.,2010; ARORA et al., 2012), pois sdo conduzidos sob condigdes controladas que minimizam
intercorréncias de variaveis ambientais externas. Dentre as linhagens celulares mais utilizadas
em estudos toxicoldgicos estdo as derivadas de hepatocitos de vertebrados, devido ao seu papel
central no metabolismo de xenobidticos (SEFRIED et al, 2018; KIM et al. 2025). Essas células
sdo especificamente indicadas pela capacidade de metabolizar compostos exdgenos, o que
possibilita avaliar ndo apenas os efeitos diretos dos agentes testados, mas também dos efeitos
toxicos potenciais de seus metabolitos (GOMEZ-LECHON et al., 2005; SEFRIED et al, 2018).

Linhagem de hepatdcitos do peixe Danio rerio (ZFL) tem sido amplamente usada em
estudos toxicoldgicos (COLLODI et al.,1992; GHOSH et al., 1994; EIDE et al., 2014; SOUZA
et al. 2023), por possuir o genoma completamente sequenciado, o que possibilita um elevado
grau de controle genético nos experimentos. Além disso, cerca de 70% dos seus genes
apresentam ortologia com os genes humanos, sendo 84% desses relacionados a doengas
humanas (HSU et al, 2007, SCHNEIDER et al., 2009; HOWE; CLARK, 2013; EIDE et al.,
2014). Adicionalmente, as células ZFL expressam enzimas caracteristicas do tecido hepatico,
como a alanina aminotransferase, aspartato transaminase, fosfatase alcalina e albumina sérica
(MIRANDA et al., 1993; GHOSH et al., 1994; HE, 2010), além de propriedades funcionais
tipicas do parénquima hepatico. Essas caracteristicas tornam essa linhagem um modelo
experimental robusto e confidvel para a avaliagdo dos efeitos toxicos e metabolicos de
substancias quimicas em sistemas in vitro.

Morozesk et al. (2018) avaliaram a citotoxicidade de nanotubos de carbono de paredes
multiplas, oxidadas com cadmio, sobre as células da linhagem ZFL. O estudo foi feito pelos
bioensaios do MTT, vermelho neutro, azul de trypan e a liberagdo de lactato desidrogenase. Os
resultados do estudo demonstraram que essa linhagem celular constitui um modelo eficaz para
a avaliacdo da toxicidade de nanomateriais e de poluentes aquaticos. De forma complementar,
Kolosa et al. (2023) também utilizaram a linhagem ZFL para avaliar a genotoxicidade de
inibidores de tirosina quinase, detectados em aguas residuais e superficiais. Os autores
observaram, pelos ensaios do cometa e do micronucleo (MN), que o modelo celular se mostrou

eficientes para avaliar a genotoxicidade do contaminante testado.
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O ensaio do cometa, também denominado de eletroforese em gel de célula unica, ¢
reconhecido como um biomarcador sensivel e confiavel de genotoxicidade. Esta técnica
permite a detecg¢ao tanto de quebras no DNA como de eventos de reparos promovidos por
agentes alquilantes, intercalantes e/ou oxidantes (PAVLICA et al., 2001; ANDRADE et al.,
2004 e MATSUMOTO et al., 2006). O ensaio se destaca pela sua elevada sensibilidade e
versatilidade na identificagdo de danos ao material genético em nivel celular, o que o torna
particularmente util em estudos toxicoldgicos e de biomonitoramento ambiental (CORDELLI;
BIGNAMI; PACCHIEROTTI, 2021).

A identificagdo precisa de efeitos dos xenobidticos sobre o sistema bioldgico demanda a
utilizacdo de bioensaios que possam ser conduzidos sob diferentes condi¢des experimentais,
como variagdes de concentragdes do agente quimico, tempos de exposicao e aspectos fisico-
quimicos do composto avaliado (CARITA; MARIN-MORALES, 2008).

A escassez de informagdes disponiveis a populacdo sobre os riscos ambientais e sanitarios
associados aos cemitérios ¢ preocupante, especialmente considerando que esses locais podem
representar fontes significativas de contaminagdo. Diversos estudos indicam que cemitérios se
caracterizam como ambientes potencialmente perigosos a satde humana, ndo apenas para
trabalhadores expostos ocupacionalmente, mas também para visitantes eventuais (KEMERICH
etal., 2012; NECKEL et al., 2021).

Somado a essas preocupagoes, observa-se que grande parte dos cemitérios brasileiros
opera sem licenciamento ambiental e em desconformidade com os parametros técnicos exigidos
pela legislagdo vigente, sobretudo no que diz respeito a impermeabilizagdo do solo e a adequada
gestao dos efluentes gerados (OLIVEIRA, 2015; CARVALHO, 2019). Tal negligéncia favorece
a percolacdo do necrochorume no solo e sua migragdo para o lengol fredtico e para aguas
superficiais. Diante desta problematica, ¢ imprescindivel a realizacdo de estudos sistematicos e
multidisciplinares voltados a caracterizacdo dos contaminantes presentes nesses locais, bem
como a avaliacao do seu potencial toxico, contribuicao esta que pode auxiliar para a mitigagao
dos impactos ambientais e fomentar a formula¢do de politicas publicas mais eficazes de

controle ¢ fiscalizagao.
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6. CONCLUSOES GERAIS
O uso de um sistema de simulacdo de contaminagdo de cemitérios, por inumacao

controlada de uma carcaga suina em um cilindro metdlico construido para tal, mostrou ser eficaz
para reproduzir os processos caracteristicos da decomposicdo cadavérica, por permitir a
realizagdo de coletas tanto ao longo do tempo como da profundidade. Esse delineamento
experimental possibilitou identificar a dispersdo vertical dos contaminantes no solo.

O presente estudo demonstrou que o necrochorume (liquido resultante da decomposi¢ao
cadavérica), constitui uma fonte significativa de contaminagdo de solos urbanos, por agentes
citotoxicos e genotoxicos. Os efeitos observados indicam comprometimento da viabilidade
celular por mecanismos, predominantemente, relacionados a disfun¢gao mitocondrial.

Os ensaios do MTT e, em segundo plano o da resazurina, apresentaram maior
sensibilidade na deteccdo da citotoxicidade, sugerindo que a principal via de ag¢do dos
contaminantes estd associada ao comprometimento da atividade metabdlica mitocondrial. Em
contrapartida, o ensaio do azul de trypan mostrou-se menos responsivo, indicando que a
integridade da membrana plasmatica ¢ menos afetada em comparacdo as fun¢des mitocondriais.

As maiores respostas citotoxicas foram observadas nos periodos T2 (90 dias) e T3 (180
dias), ap0Os a inumacao, especialmente nos pontos P2 e P3, localizados abaixo da carcaga suina.
Esses resultados evidenciam que a percolagdo vertical do necrochorume pode concentrar
contaminantes em camadas intermediarias e profundas, que podem favorecer sua persisténcia
no ambiente e aumentar o risco de atingir o lengol freatico.

No que se refere a genotoxicidade, este efeito foi detectado apenas no estagio inicial da
decomposi¢ao (T1, 15 dias), no ponto P2, sugerindo que compostos liberados no inicio do
processo de decomposigdo cadavérica apresentam elevada reatividade com o DNA.

Os resultados do estudo reforcam ainda que os cemitérios, enquanto fontes continuas de
contaminagdo por compostos organicos e inorganicos, representam um risco potencial para a
qualidade do solo e da 4gua subterranea, demandando estratégias especificas de monitoramento
e gestdo ambiental.

Pela abordagem inédita do estudo (citotoxicidade e genotoxicidade de solos
contaminados com necrochorume, em diferentes tempos pds inumagdo e profundidade), foi
possivel obter dados relevantes e também inéditos sobre o tipo de toxicidade associada a este
tipo de contaminacdo. Os dados obtidos nesta avaliagdo contribuirdo para a melhor
compreensdo dos efeitos toxicos do necrochorume, dados estes que também podem ser

extrapolados para a espécie humana, pois foram realizados com um modelo experimental que
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apresenta alta similaridade nas etapas de decomposi¢ao cadavérica (porco doméstico), por isso
amplamente utilizados na area forense.

Adicionalmente, os ensaios in vitro, também foram realizados com linhagem celular de
zebrafish (ZFL), bioindicador este que possui uma alta ortologia genética com humanos, o que
reforca a possibilidade da extrapolagdo dos dados para efeitos também em humanos. Os
resultados obtidos indicam a necessidade de considerar tanto a citotoxicidade quanto a
genotoxicidade em protocolos regulatérios, aplicados em areas cemiteriais.

Além da contribuicao cientifica, a metodologia adotada, que envolveu simulagdo de
inumagcao, coleta estratificada do solo e analises por multiplos ensaios, apresenta-se como um
modelo promissor para futuras investigacdes ecotoxicoldgicas de solos contaminados.

Dada a complexidade quimica do necrochorume e suas interagdes com a matriz do solo,
recomenda-se a continuidade de estudos voltados a identificagao dos compostos mais reativos
do necrochorume, a avaliagdo de outros endpoints de genotoxicidade e a continuidade do
monitoramento de sua persisténcia ambiental. Tais avangos podem subsidiar medidas
preventivas e corretivas que reduzam riscos de contaminacdo ambiental e assegurem a prote¢ao

da satlde humana e da biodiversidade.
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