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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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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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