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Avaliacdo citogenotdxica de dguas de covas de um cemitério inundadas por aguas do

lencol fredtico, e suas consequéncias para a saude ambiental

RESUMO

Os cemitérios sdo uma tradicdo que ganhou forca em muitas religides e ainda se
mantém em varias culturas. Porém, seus impactos ao meio ambiente podem afetar o solo e 0s
recursos hidricos de todo o entorno do local. E estimado que um corpo com massa de 70 kg
libere cerca de 30 a 45 L de necrochorume, sendo esse considerado a causa mais relevante de
poluicdo das necrdpoles, por ter na sua constituicdo aminas biogénicas potencialmente
citotoxica e carcinogénicas, como a cadaverina e a putrescina. Um agravamento dessa
poluicdo pode ser observado, quando 0s cemitérios sdo instalados em ambientes Umido, por
interferirem na decomposicao dos corpos, prevalecendo no cadaver a etapa de saponificacédo.
Por consequéncia disso, ha dificuldade em fazer uso da mesma sepultura e os corpos podem
tornar-se, por tempo, geradores de impactos imbientais. Exposi¢des continuas a substancias
citotoxicas e genotoxicas podem causar lesdes tanto no citoplasma como no nucleo célular e,
por essa razdo, existe uma grande necessidade de se avaliar 0s possiveis impacto que
cemitérios inadequadamente instalados possam promover ao meio ambiente, bem como os
riscos a saude ambiental. O presente trabalho teve como objetivo avaliar, por meio de
bioensaios realizados com os bioindicadores vegetais, L. sativa e A. cepa, a fitotoxicidade,
citogenotoxicidade e mutagenicidade da agua presente em sepulturas inundadas pelo lencol
freatico do cemitério municipal Sdo Jodo Batista, da cidade de Leme-SP. Foram estudados
dois tipos de sepulturas: uma que sofre inundacdo por toda a area da cova, onde a dgua esta
em contato com o corpo saponificado (P1); e outra na qual a agua esta presente mas nao esta
em contato com o corpo saponificado (P2). As coletas das aguas do P1 e do P2 foram
realizadas na estacdo chuvosa. Ndo foram observadas neste estudo alteracBes que
caracterizassem cito, geno e mutagenicidade das amostras, provavelmente pelos altos indices
pluviométricos do periodo, que diluiram a concentracdo dos agentes poluidoras. Porém, pela
prevaléncia do processo de saponificacdo, ha mais de 12 anos, ja se evidencia um grande
impacto na decomposicao dos corpos e problemas de ordem ecotoxicoldgicas, que possam

estar sendo gerados no local.

Palavras-chave: Necrochorume, saponificacéo, fitotoxicidade, genotoxicidade, L. sativa, A.
cepa.
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1. Introducéo
1.1. Contaminag&o dos cemitérios
Os cemitérios, embora sejam considerados fontes importantes de contaminacéao
ambiental, ainda sdo pouco estudados, quanto aos impactos que possam causar tanto ao meio
fisico como biolégico (ALMEIDA, 2005). Os impactos que 0s cemitérios causam ao meio
ambiente podem atingir a biota edé&fica e aquética, além de afetar também a populagdo que vive
em seu entorno (SILVA, 2006; BOCCHESE, 2012).
Os cemitérios, de maneira geral, eram construidos afastados das zonas residenciais, mas
com o crescimento urbano as cidades acabaram se aproximando desses ambientes. O
crescimento populacional leva ainda a outras consequéncias, como 0 aumento no nimero de
obitos e de sepultamentos, que gera mais decomposic¢éo e, entdo, maior poluicdo. (NECKEL et
al., 2017). Ainda de acordo com Neckel et al. (2017), a proximidade entre os ambientes urbanos
e de cemiterios € perigosa, pois expde a populacdo a mais um risco a saude, devido ao alto
potencial poluidor das necropoles (NECKEL et al., 2017).

A contaminacao de cemitérios acontece devido a percolacdo ou escoamento de um liquido
derivado da putrefacdo cadavérica, denominado de necrochorume, o qual possui em sua
composicao substancias que apresentam potencial toxico para os seres humanos (PACHECO
& MATOQOS, 2000 e NECKEL et al., 2017). Chuvas e substratos arenosos acabam por facilitar
que o necrochorume percole no solo (SILVA e MALAGUTTI, 2009), promovendo a
contaminacdo tanto desta malha ambiental como das aguas subterraneas (PACHECO, 2012).

O perigo dos cemitérios se deve ao seu potencial de acumular e liberar quantidades
consideraveis de contaminantes gerados pela decomposicdo de corpos (NECKEL et al., 2017).
Além do necrochorume, o processo de decomposicdo libera também outros contaminantes
quimicos e biolégicos provenientes dos cadaveres. Muitas substancias quimicas do
necrochorume estdo relacionadas aos tratamentos de salide que o cadaver sofreu ainda em vida
ou também advindos de substancias utilizadas para o processo de conservacdo do corpo,
vestimenta e até mesmo da maquiagem feita no cadaver (ZYCHOWSKI E BRYNDAL, 2015).
As urnas mortuérias também auxiliam na contaminacdo dos cemitérios, pois seus pregos,
vernizes e pinturas passam por processo de decomposi¢cdo, gerando contaminantes tdxicos.
Somado a esses contaminantes citados, objetos presentes nas sepulturas, proteses e aparelhos
dos cadaveres, como 0s marcapassos, podem conter na sua composic¢ao substancias que também
contaminam o ambiente (SILVA E FILHO 2011; FIEDLER et al. 2012).

Apb6s a morte, o corpo entra em estado de putrefacdo, se transformando em um

ecossistema constituido por artrépodes, bactérias, microrganismos patogénicos e destruidores



de matéria organica (BACIGALUPO, 2012). Dentre as contaminagdes biologicas, destacam-se
0s virus e bactérias, mais especificamente as bactérias advindas da flora intestinal do individuo.
Esses organismos promovem a decomposi¢do, sendo responsaveis pela formagdo dos gases
liberados pelo seu metabolismo (PACHECO & MATOS, 2000). Além disso, os fungos, que
geralmente sdo mais encontrados no solo, também podem participar do processo de
decomposicdo (PACHECO & MATOS, 2000; DENT, 2004). Esses micro-organismos podem
ser carreados junto com o necrochorume, percolando no solo e atingindo as aguas superficiais
e subterréneas, contaminando, assim, diferentes malhas ambientais (ZYCHOWSKI E
BRYNDAL, 2015).

Algumas a¢des humanas também podem desencadear problemas estruturais no solo, que
acabam interferindo no processo de percolacdo do necrochorume. O fato de cavar repetidas
vezes 0 solo em processos de exumacédo ou de adicionar algum substrato antes do sepultamento
faz com que a estrutura do solo também seja alterada, ficando mais propenso a aprisionar um
maior volume de agua que ali cai (KILLAM, 1990; HOLLAND, 1996; FIEDLER et al., 2003).
O aumento do teor de agua nos solos de cemitérios pode ter outras causas, como das dguas de
regar das plantas que decoram as sepulturas (FLEIGE et al., 2002; FIEDLER e GRAW, 2003),
de ruptura de encanamento, excesso de chuvas e até mesmo de lencdis freaticos rasos. Em niveis
fredticos mais rasos, a umidade do solo torna-se maior e a aeracdo diminui, conjugando um
menor indice de zona ndo saturada, a qual serve de filtro bioldgico para contaminantes, de modo
gue quanto mais raso e Umido o solo, mais vulneravel a contaminacdo biologica (SILVA e
MALAGUTTI, 2009).

O processo de decomposicdo cadaveérica pode ser totalmente afetado pelo aumento de
umidade do solo. Esse fato acarretard na prevaléncia de uma das etapas do processo de
decomposicdo, chamada de saponificacdo e descrita nesse trabalho no item 1.3. A interferéncia
citada inviabiliza o processo de exumacao, a qual acarretard numa demanda por mais covas
(FIEDLER e GRAW, 2003). Com isso, as sepulturas podem promover sérios danos ao meio
ambiente e aos seres vivos que vivem no entorno das necrépoles (PACHECO, 2012).
Considerando essa problematica dos cemitérios, fica evidente a necessidade de mais estudos
nessa area, para uma melhor avaliacdo dos riscos que esses ambientes possam causar aos

organismos ali expostos e a satde humana.



1.2. Histérico e tipos de cemitérios

A palavra cemitério tem origem do grego Koumeterian e do latim Coemeteriune e
significa dormitdrio, lugar onde se dorme, recinto onde se enterram ou se guardam 0s mortos e
tem como sinénimos as palavras necropole, carneiro, sepulcrario, campo-santo, cidade dos pés
juntos e a ultima morada (CAMPOS, 2007).

Registros arqueoldgicos comprovam que a pratica de sepultamento dos corpos se iniciou

com o Homo neanderthalensis, mas essa pratica também foi adotada pelo Homo sapiens. No
inicio, o ato de sepultar consistia em cobrir 0s cadaveres com pedras (SILVA et al., 2006), para
evitar que esses fossem devorados por animais carnivoros e para proteger a populacdo dos
odores desagradaveis provenientes do processo de putrefacdo. S6 posteriormente, no periodo
Mesolitico, surgiram os primeiros cemitérios. Inicialmente, esses locais supriam as
necessidades da populacéo, mas, conforme as covas eram usadas, surgiram novas demandas de
uso, que levou a necessidade de uma constante reutilizagdo das mesmas. Assim, a reutilizacéo
de covas se tornou comum, cuja pratica ainda se mantémem vérias culturas (PACHECO, 2012).
Atualmente, ha dois principais tipos de sepultamento dos cadaveres, os realizados em
cemitérios verticais e 0s em cemitérios horizontais. Nos cemitérios verticais, 0S corpos sao
sepultados sem contato com o solo, de forma sobreposta, 0 que confere uma maior facilidade
para a manutencao e tratamento da area. Esse tipo de sepultamento ainda aumenta a prépria
capacidade de alocar corpos, ndo necessitando expandir horizontalmente, como os cemitérios
horizontais (NECKEL et al., 2017). Neste tipo de instalacdo, ndo ha contato direto do solo com
0 necrochorume liberado no processo de putrefagdo. Também nesses ambientes ha possiblidade
de tratar os gases produzidos no processo de decomposicdo cadavérica, o que possibilita o
abrandamento dos impactos ambientais decorrentes do ato de enterrar (OLIVEIRA et al., 2013).
Ja em cemitérios horizontais, forma mais comum de sepultamento, os cadaveres sdo
alocados dentro de caixdes e enterrados diretamente no solo (PACHECO, 2012). Nesse caso,
guanto mais proximo o corpo fica da superficie, maior sera a sua velocidade da decomposicéo,
devido a maior aeracdo do sistema, que proporciona melhores condi¢des bioldgicas para a biota
relacionada com a decomposicdo. Porém, como consequéncia, promovem maior contaminacao
do meio ambiente, por terem os residuos da decomposicao expostos diretamente no solo e,
possivelmente, nos corpos d’agua, tornando mais dificil a possibilidade de tratamento dos
residuos. Consequentemente, esse tipo de cemitério promove um impacto ambiental mais
danoso que os cemitérios verticais, além da necessidade de ocupar grandes areas (UCISIK E
RUSHBROOK, 1998; NECKEL et al., 2017).
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A contaminacdo do solo pelo necrochorume varia de acordo com o tipo de solo no qual o
cemitério é instalado. Cemitérios com solos majoritariamente argilosos, apresentam maior
capacidade de retencdo de necrochorume, por serem mais compactos e impermeaveis, enquanto
que em solos que possuem substratos predominantemente arenosos apresentam um maior
potencial de contaminacdo, uma vez que 0s solos sdo mais porosos e permeaveis (SILVA,
MALAGUTTI, 2009; ANJOS, 2013).

A vulnerabilidade de contaminacdo pela permeabilidade dos solos esté representada pela

Figura 1.

A: Situagao de baixa vulnerabilidade a contaminagéo
B: Situagdo de extrema vulnerabilidade & contaminagao
C: Situagao de alta vulnerabilidade a contaminac&o

Solo com alta -
permeabilidade

Solo com média
permeabilidade

Solo com baixa
permeabilidade

Figura 1 — SituacOes de vulnerabilidade, tendo em vista a permeabilidade do solo (Fonte: modificado de
Silva, Malagutti Filho (2009)).

No Brasil, sio comumente encontrados cemitérios horizontais. Para a instalacdo de um
cemitério com covas horizontais, diversos estudos devem ser feitos para minimizar a
contaminacdo ambiental. Para isso, é necessario avaliar as variaveis geoldgicas, hidricas e
climaticas do local, as quais podem ser limitantes para a escolha de um cemitério ideal
(OLIVEIRA et al., 2013). A escolha do local para se implantar um cemitério deve priorizar
caracteristicas que permitam uma melhor e mais rapida decomposicdo aerébica como, por
exemplo, locais secos, para que ndo haja emissdo de odores desagradaveis e,

consequentemente, atracdo de animais indesejaveis (OLIVEIRA et al., 2013).

1.3. Decomposigao cadavérica
O processo de decomposicdo cadavérica tem inicio logo apos a morte e, para melhor
compreensdo, convencionou-se dividi-lo em etapas. Apesar da decomposicao se iniciar assim

que ocorre o Obito, no geral s é possivel perceber o processo de putrefacdo de um cadaver e os
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processos de autdlise entre 48 e 72 horas p6s morte (DENT, 2004). Dentre os produtos da
decomposicdo, esta o necrochorume, o qual contém a cadaverina e a putrescina, substancias
fétidas e potencialmente toxicas (DENT, 2004).

De acordo com Antonio et al. (2018) o processo de putrefacdo de cadaveres é subdivido
em seis diferentes fases. A fase fresca, quando ainda ndo ha liberacdo de necrochorume; a
enfisematosa, quando ha a formacao de acidos organicos, gases e aminas biogénicas, sem que
haja a liberacdo destas para 0 meio; a coliquativa, quando ja ha extravasamento de grandes
quantidades de necrochorume, devido a ruptura da pele; a de saponificagdo, onde ocorre a
formacdo de uma camada de sais de &cidos graxos (sabdo) em regifes do corpo onde ha maior
acumulo de triglicerideos; a esqueletizacdo, onde as estruturas 6sseas comecam a se decompor.
Nesta fase ndo ocorre mais a producao de necrochorume; e a de mineralizacao de tecidos mais
resistentes.

Todo processo de decomposicao esta sujeito a variagdes, devido a fatores intrinsecos e
extrinsecos, de forma que cadaveres em um mesmo periodo de tempo podem estar passando
por distintas etapas de decomposicao (FIEDLER e GRAW, 2003). Como evidenciado por Dent
(2004), os fatores intrinsecos referem-se as caracteristicas de composicao corporeas, como
idade do cadaver, niveis de obesidade, causa mortis, estilo de vida, medicamentos e substancias
usadas pelo individuo ainda vivo e as que foram utilizadas para a conservacdo do corpo apos a
morte. J& os fatores extrinsecos, tém relacdo direta com as condi¢des do local do sepultamento,
como temperatura, umidade e ventilacdo. Por exemplo, a decomposi¢cdo em locais com climas
muito quentes e/ou pouco Umidos (desertos ou articos) pode incorrer em processo de
mumificacdo, geralmente relacionado a desidratacdo do tecido, que impede a proliferacdo da
microbiota e, consequentemente, a decomposicdo do corpo (VASS, 2001). Neste caso, a
decomposicao pode se prolongar por muito tempo, ndo atingindo todas as fases do processo. Ja
em um ambiente arejado, a decomposicao pode ser potencializada, devido ao aumento de acao
de bactérias aerobias.

As caracteristicas dos solos, como presenca de minerais, matéria organica, macro e
microrganismos, influenciam de diferentes formas na maneira e no tempo de decomposicao.
Solos encharcados também interferem no terreno ao redor da cova, caracterizando uma espécie
de tanque de conservacdo (DENT, 2004). Neste ultimo caso, pode prevalecer a etapa de
saponificacdo, o que aumenta a resisténcia a decomposicao dos cadaveres, caracterizando-se
em um sério problema cemiterial (WELL, 2016). Como a saponificacdo torna a decomposicao
mais tardia, ela também dificulta a exumacdo dos corpos e, consequentemente, a reutilizacéo

das covas (FIEDLER, 2003), o que prejudica a rotatividade de alguns cemitérios e acentua a
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contaminac&o do solo local e das &guas subterraneas que servem as areas residenciais vizinha.

A saponificagdo cadavérica é um processo onde ocorre uma transformacéo gordurosa e
calcéria do corpo, formando um tipo de cera de cor amarelo claro, odor rangoso e desagradavel
e de aspecto semelhante a sabdo, denominada de adipocera, que confere ao cadaver uma
caracteristica disforme. A adipocera transforma quimicamente todos os tecidos do cadaver,
conservando a pele e a morfologia corpdrea como se a morte estivesse acabado de acontecer.
As gorduras do corpo se transformam em glicerinas e acidos graxos e estes, por sua vez, se
combinam com &lcalis originando sab8es amoniacais, alcalinos terrosos e calcarios, conferindo
ao cadaver uma maior resisténcia a decomposicdao (PACHECO & MATOQOS, 2000). Ainda de
acordo com o autor, a adipocera aparece cerca de 1 més depois da exposi¢do do corpo a agua,
sendo plenamente visivel apos 3 meses de exposicao. A transformacdo completa requer cerca
de 1 ano de exposicdo, sendo que, no inicio, o processo é reconhecido em alguns 6rgéos, mas
no final todos apresentam-se identicamente comprometidos. Nesse processo, ha um aumento
do volume corporal, por tempo indeterminado, dificil de ser estimado, que é diretamente
influenciado por uma gama de fatores, como disponibilidade de oxigénio, tipo de solo, presenca
ou ndo de agua, temperatura, pH do meio e até mesmo o tipo de vestimentas do cadaver
(FROENTJES, 1965; FIEDLER e GRAW, 2003; WELL, 2016).

Alguns autores citam ainda que existe uma relacdo direta do processo de saponificagdo
com a quantidade da gordura corporal. Para alguns autores, os cadaveres femininos tendem a
sofrer mais saponificacdo que os masculinos, pois as mulheres normalmente apresentam uma
percentagem maior de gordura corporal que os homens (EVANS 1963; FROENTJES 1965;
DIX e GRAHAM 2000; FIEDLER e GRAW, 2003). Além disso, para que a decomposicao do
tecido de um cadaver saponificado ocorra é importante que o ambiente tenha alguma forma de
aeracdo (FROENTJES, 1965).
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Figuras 2 e 3 - 2. Fotos do corpo saponificado; 3. Foto da cabeca do cadaver saponificado. Esse
cadaver é referente ao P1, cujo sepultamento ocorreu ha cerca de 12 anos, sendo um bom
exemplo de corpo que sofreu processo de saponificacdo. (Fonte: foto realizada em 2018 no local
de coleta, pelo préprio autor).

1.4. Necrochorume

O necrochorume € um liquido viscoso, de coloracdo castanho-acinzentada, rico em sais
minerais, substancias organicas e agentes patologicos (ALMEIDA, 2006), produzido durante o
processo de decomposicdo cadavérica, e que apresenta um variavel grau de patogenicidade
(KEMERICH et al., 2012). As substancias organicas do necrochorume, dentre elas as aminas
biogénicas cadaverina e putrescina, sdo as responsaveis pelos fortes e desagradaveis odores
desse exsudado (DENT, 2004; ALMEIDA, 2005). A producdo de necrochorume € alta, pois, de
acordo com Pacheco (2012), um corpo com massa de 70 kg libera cerca de 45 L desse composto.
A sua composicao é de 60% de agua, 30% de substancias mineralizadas e 10% de substancias
organicas (OLIVEIRA et al., 2013). A solucdo é rica em sais minerai, apresenta uma densidade
média de 1,23 g/cm3 e um pH que varia de 5 a 9, em temperatura de 23 a 28 °C.O liquido
produzido percola no solo, podendo alcangar camadas mais profundas do ambiente edafico e
até atingir as aguas subterraneas do local (PACHECO, 2012), fato esse que ainda se agrava nos
periodos chuvosos e em terrenos arenosos (SILVA e MALAGUTTI, 2009). A presenca de
necrochorume nos solos aumenta os teores de sais nesses ambientes e pode tambémaumentar 0s

das &guas subterraneas associadas (CASTROL, 2008). Estima-se que a liberacdo
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de necrochorume dos corpos em decomposicdo pode acontecer até por 2,5 anos apos o
sepultamento (CASTROL, 2008).

As aminas biogénicas cadaverina e putrescina sdo moléculas de pequena massa
molecular, presentes em todas as células vivas, tanto em animais quanto em plantas (UNAL;
PALAVAN-UNSAL e TUFEKCI, 2008). Essas moléculas interferem nos processos de divisdo
celular, de modo que s&o observados altos niveis de poliaminas em locais com maior divisao
celular, como nas raizes de vegetais (UNAL; PALAVAN-UNSAL e TUFEKCI, 2008).
Entretanto, quando essas células sdo expostas a altos niveis de aminas exdgenas, pode haver a
inducdo de aberragdes cromossdmicas e a diminuir do indice mit6tico dessas células (UNAL;
PALAVAN-UNSAL e TUFEKCI, 2008). Os estudos desenvolvidos por esses autores
mostraram que essas aminas promovem um efeito inibitorio na divisdo celular de células
meristematicas de Allium cepa. Ainda foram observadas outras alteracdes genotoxicas, como
aberracbes cromossdmicas, do tipo pontes cromossdmicas, aderéncias, C-metafases, células
binucleadas e microndcleos.

As aminas biogénicas de modo geral, tém a capacidade de neutralizar as cargas negativas
do fosfato presente no DNA, de modo a influenciar que esse se dobre e interaja melhor com
suas proteinas, aléem de causar maior condensacdo do DNA. Caso as células sejam expostas a
quantidades muito altas de aminas, essas podem promover interacbes prejudicadas de
DNA/proteinas (UNAL; PALAVAN-UNSAL e TUFEKCI, 2008), por conta dos sitios
nucleofilicos estabelecidos no DNA.

Considerando que o necrochorume é considerado a causa mais relevante de poluicdo das
necropoles, por conter substancias quimicas e agentes bioldgicos advindos do cadaver, além de
derivados de artefatos mortuarios (SILVA e MALAGUTTI, 2009 e ZYCHOWSKI;
BRYNDAL, 2015), reforca-se a potencialidade nociva que todas as areas circundantes dos
ambientes de cemitérios (SILVA e MALAGUTT]I, 2009).

1.5. Bioindicadores vegetais para estudos toxicogenéticos.

Muitos bioindicadores vegetais sdo utilizados em avaliagdes ecotoxicogenéticas, por
serem mais sensiveis que organismos de outras categorias taxonémicas, como, por exemplo,
alguns animais (GOPALAN, 1999; VALERIO ET AL., 2007; CHARLES ET AL., 2011).
Constantin e Owens (1982) citam que ensaios desenvolvidos com plantas apresentam vantagens
porque, além das plantas apresentarem morfologia cromossémica similar a dos mamiferos e

respondem a mutagenos de forma semelhante a outros eucarioticos, S0 menos onerosos e mais
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simples de serem executados. A comprovacdo da eficiéncia de ensaios vegetais em
monitoramento ambiental vem de estudos internacionais apoiados pelo Programa Ambiental
das NacGes Unidas (UNEP), pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e também pela United
States of Environmental Protection Agency (USEPA) (GRANT, 1999; MA, 1999;
TURKOGLU, 2008). Soma-se a essas vantagens apresentadas o fato de que os bioensaios
desenvolvidos com plantas ndo esbarram nas questdes éticas de pesquisa cientifica.

A utilizacéo de plantas como bioindicadoras ja data de mais 60 anos atras, sendo a A.
cepa uma das pioneiras e tendo, a principio, seu uso com o intuito de compreender efeitos
mutagénicos de quimicos e de radiacdo ionizante (GROVER e KAUR, 1999). Contudo, com as
novas pesquisas, A. cepa vem adquirindo novas atribuicdes e hoje é utilizada também para
avaliar o potencial mutagénico de poluentes ambientais (GROVER e KAUR, 1999).

O emprego dos testes de fitotoxicidade envolvendo plantas ndo era comum até a década
de 1970. Com o aumento do uso de herbicidas, aumentaram os estudos de fitotoxicidade, 0s
quais costumavam ser realizados com bioindicadores animais (WANG, 1991). Com o tempo,
percebeu-se que os disturbios causados pelos herbicidas eram mais impactantes na flora do que
na fauna e, a partir da década de 80, aumentaram os estudos de toxicidade com bioindicadores
vegetais (LYU et al., 2018).

As plantas oferecem bons resultados como bioindicadores para o estudo de poluentes
presentes no solo, na agua, em sedimentos e em residuos liquidos ou solidos (THOMAS et al.,
1986; LYU et al., 2018). Estudos toxicogenéticos utilizam determinados vegetais para
avaliacOes de poluentes, visto que as plantas sdo mais sensiveis aos modificadores ambientais
que outros organismos (GOPALAN, 1999; VALERIO et al., 2007; CHARLES et al., 2011).

Como evidenciado por Constantin e Owens (1982) e confirmado por Grant (1982; e
Grover e Kaur (1999), as plantas sdo organismos com morfologia cromossémica similar a dos
mamiferos e outros organismos eucariéticos (na ordem de 75 a 90%), que respondem de forma
semelhante a mutagenos, porém com a vantagem de serem menos onerosos e mais simples de
serem desenvolvidos. Por essa razéo, os ensaios desenvolvidos com vegetais vém se destacando
nesta area de estudo, sendo cada vez mais recomendado para monitorar e estudar areas poluidas,
principalmente em paises em desenvolvimento, pelo baixo custo e adaptacdo a realizacdo de
testes in situ (GROVER e KAUR, 1999).

1.5.1. Allium cepa

A espécie A. cepa (cebola) é considerada um organismo teste eficiente para avaliar a
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presenca de substancias mutagénicas em um ambiente (FISKESJO, 1985; CARITA e MARIN-
MORALES, 2008). Esse bioindicador possui caracteristicas cromossdmicas adequadas para tais
estudos, como nimero cromossémico reduzido (2n = 16 cromossomos), de tamanho grandee
estrutura homogénea, portanto de facil visualizacdo (GROVER e KAUR, 1999; ATEEQ et al.,
2002; MATSUMOTO e MARIN-MORALES, 2004; FERNANDES et al., 2007; CARITAe
MARIN-MORALES, 2008; LEME e MARIN-MORALES, 2008; MAZZEO,2011). Os testes
realizados com esse organismo possuem alta correlagdo com outros bioindicadores, como, por
exemplo, os mamiferos (GRANT, 1982; CHAUHAN et al, 1999; GROVER e KAUR, 1999;
CARITA e MARIN-MORALES 2008), fatores esses que aumentam a relevancia dos resultados
obtidos com esse vegetal. Os ensaios desenvolvidos com A. cepa sdo de baixo custo, de facil
manipulacdo (FISKESJO, 1985) e muito preditivos para estimar efeitos tdxicos,
citogenotdxicos e mutagénicos.

Algumas substancias toxicas sdo capazes de interagir com o material genético e
promover importantes alteragdes no ciclo celular, decorrendo, muitas vezes, na formacdo de
cromossomos aberrantes (BAGATINI, SILVA e TEDESCO, 2007). Quando uma substancia
apresenta essa acdo, ela €, convencionalmente, chamada de genotoxica (BAGATINI, SILVA e
TEDESCO, 2007).

S&80 escassos 0s métodos que avaliam danos referentes a exposicdo a mutagenos,
principalmente os relacionados com analise de alteragdes cromossdmicas, ensaios esses
considerados importantes para avaliagdo de mutagenicidade (COSTA e MENK, 2000;
BAGATINI, SILVA e TEDESCO, 2007). O sistema teste A. cepa mostra-se eficaz para avaliar
0s potenciais citotgenotdxicos de substancias quimicas e de amostras ambientais, por permitir
uma exposicdo direta das raizes desse vegetal ao agente testado (BAGATINI, SILVA e
TEDESCO, 2007). O teste de aberracGes cromossdmicas realizado com células meristematicas
de A. cepa vem sendo usado em diversas pesquisas, para estimar o potencial citotdxico,
genotoxico e mutagénico, além de elucidar os mecanismos de acdo de substancias quimicas e
de amostras ambientais (FISKESJO, 1985; RANK; NIELSEN, 1993; 1997; BIANCHI et al,
2011, 2016; MAZZEO et al., 2015; VENTURA-CAMARGO et al., 2016). As células de
meristema radiculares de A. cepa sdo eficientes para avaliar efeitos clastogénicos e ou
aneugeénicos, especialmente de contaminantes de agua e solo (BAGATINI, SILVA e
TEDESCO, 2007). Com isso, esse bioindicador € considerado um excelente organismo para ser
usado em estudos de genotoxicidade e, consequentemente, biomonitorar os impactos da
contaminacgéo ambiental (EL SHAHABY et al., 2003).
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15.2. Lactuca sativa

Um outro vegetal muito utilizado como bioindicador de impacto ambiental é a espécie
Lactuca. Sativa (alface). Esse organismo é considerado um bom bioindicador de fitotoxicidade
ambiental, por apresentar vantagens como, rapidez de respostas, simplicidade de execucéo,
confiabilidade dos resultados e por serem testes baratos que ndo necessitam de equipamentos e
infraestruturas sofisticadas para a sua realizagcdo (CHARLES, 2011; PRIAC, BADOT E CRINI,
2017), Outra vantagem ainda é que essa planta tende a ser muito sensivel o estresse ambiental,
quando comparadas com outros organismos (CHARLES et al., 2011).

Os bioensaios envolvendo esse vegetal sdo realizados por meio de testes de germinacéo
e de crescimento/desenvolvimento do hipocétilo e da radicula (WANG et al., 2001;
PALMIERI,2014), apds a exposicdo das sementes desta planta as amostras ambientais
(PALMIERI, 2014). As estruturas da plantula de L sativa estdo representadas na Figura 1.

Cotilédones

Hipocotilo

, I
Radicula

Figura 4 - Esquema da raiz de L. sativa, destacando as regides do hipocotilo e da
radicula. Fonte: Adaptado de Sobreno e Ronco, 2004.

A inibicdo do comprimento da raiz em L. sativa é considerada como um excelente
indicador de toxicidade ambiental, especialmente no que se refere a amostras de solo e agua
(PRIAC, BADOT e CRINI, 2017). Embora outras espécies vegetais sejam também usadas em
bioensaios de toxicidade ambiental (testes de elongamento de raizes) (SOBRERO e RONCO,
2004), os realizados com L. sativa se mostram mais adequados para esse tipo de analise, por

serem mais sensiveis a efeitos de contaminantes (THOMAS et al., 1986; LYU et al., 2018).
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1.6. Area de estudo

No cemitério municipal S&o Jodo Batista da cidade de Leme-SP (localizado a 22.192257
e -47.409323), possui uma area destinada a spultamento de, aproximaamente, 67.706,86 m2.
Este cemitério apresenta uma condicdo inadequada, do ponto de vista geoldgixo, para a
instalagdo de cemitérios, pois cerca de um quarto da sua area total apresenta lencol freatico
disposto mais superficialmente, o que faz com que as sepulturas deste local estejam
continuamente inundadas. A inundacdo das covas atinge, em média, 5 cm da altura das urnas
mortuérias, tendo essa quantidade de agua aumentada nos periodos de chuva. Com isso, 0s
corpos depositados nessa regido de alta umidade tém o seu processo de decomposicdo
dificultado, persistindo neles o processo de saponificacao.

O liquido presente na sepultura, em contato com o corpo saponificado, pode conter
substancias quimicas ou agentes biologicos que podem percolar continuamente pelo solo.
Consequentemente, toda biota, tanto do solo como da agua subterranea, pode ser afetada. Além
disso, durante o processo de exumacdo, os trabalhadores do local manipulam o cadaver e,
consequentemente, o liquido presente nas urnas, 0 que se caracteriza em um grande risco a
salde dos mesmos. As mas condi¢bes do cemitério podem colocar também em risco 0s
visitantes da area, que podem se expor aos contaminantes derivados da decomposi¢édo
cadavérica, uma vez que a exumacao ocorre durante os horarios de visita. Essa preocupacao se
baseia nas citacbes de Bagatini (2007), que afirmam que organismos que estdo sujeitos a
exposicdes continuas de substancias genotoxicas e/ou mutagénicas podem apresentar lesdes
celulares precursoras de processos carcinogénicos e/ou de morte celular.

Considerando que instalacdo de cemitérios em locais inapropriado, como as areas
proximas a corpos d’agua superficiais, terrenos acidentados, solos inadequados (como os
encharcados), grande proximidade com areas urbanas, associado também a erros na forma como
os cadaveres sdo manipulado e, consequentemente, a existéncia da possibilidade das necrépoles
desencadearem severos impactos socio ambientais (SILVA, 2006), o presente projeto avaliou
a fitotoxicidade, citogenotoxicidade e mutagenicidade de amostras de agua de urnas mortuarias
inundadas pelo lencol freatico, do cemitério municipal Sdo Jodo Batista, da cidade de Leme-
SP. Foram avaliados dois tipos de amostras de aguas: sepultura inundadas por aguas do lencol
freatico,que estdo em contato com o corpo saponificado; sepultura que contém agua, mas esta
ndo esta em contato com o cadaver, porém mantém a umidade da area, causando também a
conservacdo do estado de saponificacdo. Em ambas os pontos de coleta, os corpos estdo

sepultados ha, aproximadamente, doze anos.
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e Objetivos

Neste estudo foram avaliadas a fitotoxicidade, citogenotoxicidade e mutagenicidade
de amostras de &gua coletadas em sepulturas do cemitério municipal S&o Jodo Batista da cidade
de Leme-SP, que se encontram inundadas, por cerca de 12 anos, por aguas do lencol fredtico,
sob duas condic¢des distintas: sepultura com toda a area da cova inundada (dgua em contato com
o0 corposaponificado); sepultura que contém agua, mas esta ndo esta em contato com o cadaver,

porémmantém a umidade da area suficiente para conservar o corpo no estado de saponificacéo.

2.1. Objetivos especificos

e Realizar coletas de amostras de agua em dois tipos de sepulturas que contém cadaver
saponificado: a que contém a agua imersa junto ao corpo; e a que contém agua, mas sem
estar em contato com o corpo sepultado;

e Avaliar o potencial fitotoxico das dguas coletadas nas sepulturas, por meio dos testes de

germinacéo e de elongamento da raiz e do hipocotilo, sendo realizados ambos os testes

com o bioindicador L. sativa e 0 de germinacdo em A. cepa;

e Avaliar o potencial citotoxico das aguas coletadas nas sepulturas descritas acima, por
meio do teste de Indice Mitdtico com A. cepa;

e Avaliar os potenciais genotoxicos e mutagénicos das aguas coletadas nas sepulturas
descritas acima, por meio dos testes de Aberragdes Cromossémicas e do Micronucleo

com A. cepa.
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e Materiais e métodos
3.1. Coleta das amostras testadas

As coletas da &gua de sepulturas de &reas inundadas do cemitério Sdo Jodo Batista
(Leme-SP) foram realizadas em dezembro de 2018. O ponto 1 (P1) refere-se a sepultura que
contém &gua em contato com o corpo saponificado e o ponto 2 (P2) é referente a dgua de

sepultura que ndo estd em contato com o corpo, mas que mantém a umidade do mesmo

suficiente para a manutencdo do processo de saponificacao.

Figura5 e 6 - 5.Local onde foi feita a coleta de agua do lencol freatico de P1, onde ha &gua acumulada
ao redor do caixdo que possui um corpo saponificado; 6. Local onde foi feita a coleta de a&gua do lencol
freatico de P2, cuja agua ndo est4 em contato com o caixdo, mas o corpo esta saponificado, devido a
alta umidade do solo do local. As setas verdes indicam os locais onde se encontram os liquidos
coletados.
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3.2. Material Biologico utilizado nos bioensaios

Para a realizacdo dos bioensaios, foram utilizadas sementes de L. sativa (variedade Grand
rapids) e de A. cepa (variedade Baia periforme), bioindicadores usualmente usados no
laboratorio de Mutagénese Ambiental (LMA) do Instituto de Biociéncias da UNESP de Rio
Claro.

3.3. Métodos aplicados
3.3.1. Teste de fitotoxicidade com Lactuca sativa

A fitotoxicidade das amostras de adguas coletadas nas sepulturas foi avaliada por meio
dos testes de germinacdo e de elongamento de raizes/hipocotilos, realizados com o organismo
teste Lactuca sativa. Para realizar estestestes, 20 sementes de L. sativa foram dispostas em placas
de Petri forradas com papel de filtro umedecido com 4 mL das &guas coletadas e filtradas do P1
e P2. A filtracdo foi realizada com o auxilio de um funil com papel filtro para a retirada de
material particulado da amostra bruta. O controle negativo (CN) foi realizado com agua de
osmose reversa e o controle positivo (CP) com uma solugdo de ZnSO,4 (LOPES, 2014). Todos
os ensaios foram realizados em triplicata. As placas com as sementes foram colocadas na BOD
sem fotoperiodo no escuro (PALMIERI, 2014), a 22 °C por 120 horas. Passado esse periodo,
foram realizadas as contagens do nimero de sementes germinadas. ApOs a contagem das
sementes germinadas, as placas de Petri contendo as plantulas foram congeladas, para facilitar
a mensuracdo dos comprimentos das raizes e dos hipocoétilos. As medidas dessas estruturas
foram tomadas com o auxilio de um paquimetro. Posteriormente, as médias dos resultados das
mensuracdes de cada placa/tratamento e do CP foram comparadas com as do CN, para avaliar

as condicOes de crescimento da planta, pds exposicdo as amostras contaminadas.

3.3.2. Teste de citogenotoxidade em Allium cepa

Para o teste de citogenotoxicidade, foram distribuidas cem sementes de A. cepa em
placas de Petri forradas com papel filtro, embebido com 4 mL das dguas coletadas e filtradas do
P1 e P2. Oteste controle negativo (CN) foi realizado com agua de osmose reversa e 0s controles
positivos (CP) com o herbicida trifluralina (droga de acdo aneugénica), na concentracdo de
0,84ppm de principio ativo e com Metil metanosulfonato (MMS) (droga de acgdo clastogénica),
na concentragéo de 4.10* M. As placas foram dispostas em BOD, com fotoperiodo de 12 horas,
por 5 a 7 dias, até que as raizes germinadas atingissem cerca de 2 cm de comprimento. Apds

este periodo, foi feita a contagem do nimero de sementes germinada, as radiculas presentes
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foram coletadas e fixadas em Carnoy (&lcool:acido acético, na proporcéo 3:1 —v:v) e
armazenadas a 4°C, até o momento da confeccdo das ldminas. Todos os tratamentos e 0s
controles foram realizados em triplicata.

Depois dessa etapa, as sementes ja fixadas passaram por processos de trés lavagens de
cinco minutos cada em éagua destilada, para a retirada do excesso de fixador e, em seguida,
expostas a hidrdlise em acido cloridrico 1N a 60°C, por cerca de dez minutos. Apos a hidrdlise,
as radiculas passaram por trés banhos de 5 minutos cada em agua destilada, para a retirada do
residuo de HCI. Na sequéncia, as radiculas foram imersas em reativo de SCHIFF, por cerca de
duas horas, em ambiente escuro (frasco ambar, colocado em caixa preta fechada). Apds a
coloracdo, foram feitos mais trés banhos em &gua destilada, com duracdo de cerca de cinco
minutos cada, para retirar 0 excesso de corante, e as raizes foram utilizadas na confeccdo das
laminas.

As regides meristematicas das radiculas foram seccionadas em lamina, com auxilio de
um bisturiou lamina de aco, e contra coradas com uma gota de Carmim aceético (2%). O material
foi recoberto com laminulas e suavemente esmagado por pressdao mecanica. Posteriormente, as
laminulas foram extraidas em Nitrogénio liquido (LN2) e as ldaminas deixadas a temperatura
ambiente, até atotal secagem, para, posteriormente, receberem uma gota de resina sintética. As
laminas foram recobertas com uma nova laminula limpa e seca e deixadas a temperatura
ambiente, até a secagem da resina, para serem entdo utilizadas nas analises microscépicas.

Foram confeccionadas quatro laminas por réplica, totalizando 12 laminas, e analisadas
quinhentas células por lamina, totalizando 6.000 células contadas para cada tratamento e para
cada teste controles (negativo e positivo). As contagens foram usadas para a obtencdo dos
resultados referentes aos indices mitéticos, interfasico, genotdxico, mutagénico e de morte

celular, que foram calculados conforme formulas descritas a seguir:

e Indice mitético (IM):

NuUmero de células em divisdo
IM = - - X 100
NUmero de células observadas

e indice de morte celular (IMC):

NUmero de células em morte celular
IMC= X 100
NUmero de células observadas
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e indice de Genotoxicidade (IG):

Numero de células com aberragdes cromossémicas
IG= X 100

NUmero de células observadas

e Indice de Mutagenicidade (IMut):

NUmero de células com microntcleo
IMut = , X 100
Total de células observadas

3.3.3. Analises estatisticas dos resultados

Para analise dos resultados foram aplicados testes estatisticos. Primeiramente, foi
aplicado o teste de normalidade (Shapiro Wilk) e, entéo, o teste de homogeneidade de Levene.
Como os resultados dos ensaios com L. sativa e A. cepa nao apresentaram distribuicao

normal e nem homogénea, foi realizado o teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis.
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4, Resultados

O indice pluviométrico registrado para o municipio de Leme-SP, no més de dezembro,
foi o terceiro maior valor registrado para o ano de 2018. Dessa maneira, 0S nossos resultados
podem estar refletindo uma maior diluicdo dos contaminantes derivados dos exsudados

corporeos. Os dados pluviométricos estdo apresentados na figura 8.

°F °C Altitude: 626m Climate: Cwa “C: 20.4 f °F: BB.6 mm: 1277 / inch: 50.3 mm inch
86 30 r 240 9.4
77 25 200 7.9
68 20 160 6.3
59 15 r 120 4.7
50 10 F80 3.1
41 5 40 1.6
3z o r 0 0.0
01 0z 03 04 0s 06 o7 08 08 10 11 12

Copyright: CLIMATE-DATA.ORG

Figura 7 — indice pluviométrico do municipio de Leme-SP. As barras azuis dispostas
verticalmente representam o volume de chuva de acordo com cada més e a linha vermelha a
temperatura média. Fonte: https://pt.climate-data.org/america-do-sul/brasil/sao-paulo/leme-
10673/#climate-graph Acessado em 12/11/2020.

Os resultados obtidos no teste de germinacdo com sementes de L. sativa mostraram que
os tratamentos nao diferiram significativamente dos resultados do teste CN (Tabela 1),
indicando que as aguas coletadas em ambas as sepulturas ndo apresentaram fitotoxicidade para

esse bioindicador.


https://pt.climate-data.org/america-do-sul/brasil/sao-paulo/leme-10673/#climate-graph
https://pt.climate-data.org/america-do-sul/brasil/sao-paulo/leme-10673/#climate-graph
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Tabela 1 — Taxa de germinacdo das sementes de L. sativa expostas as amostras de &guas

coletadas no P1 e P2 e aos controles negativo e positivo.

% de Germinagéao
Tratamento Triplicatal Triplicata2 Triplicata 3

CN 90 85 90
ZnSO47H20 85 85 80
Ponto 1 95 100 95
Ponto 2 100 90 85

CN: Controle negativo; ZnSO4: Sulfato de Zinco (controle positivo - CP); P1: Local de coleta onde o
liquido se encontrava em contato com o corpo saponificado; P2: Local de coleta onde o liquido se
encontrava proximo ao corpo saponificado.

Os resultados do teste de elongamento do hipocotilo e da radicula, realizados com L.
sativa, mostraram que os valores obtidos neste teste para as amostras de agua coletada no P1 e

P2 nédo apresentaram diferencas significativo, em relacdo ao CN (Tabela 2, Figura 9).

Tabela 2 — Resultados obtidos no teste de elongamento do hipocétilo e das radiculas de L.
sativa, para 0s controles negativo e positivo e para o0s tratamentos realizados com as amostras

de &guas coletadas no P1 e P2.

Tratamento  Hipocotilo Radicula

CN 176 +16 8,78 +0,87
ZnS047H20 - -

Ponto 1 205+1,16 23,12+24
Ponto 2 19,62 +0,96 22,3+27

CN: Controle negativo; P1: Local de coleta onde o liquido se encontrava em contato com 0 corpo
saponificado. P2: Local de coleta onde o liquido se encontrava préximo ao corpo saponificado. A
unidade de medida utilizada foi em milimetros.
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Figura 8 - Aspecto do desenvolvimento das raizes, teste de elongamento. CN. Controle negativo
(exposicdo das sementes em agua destilada); CP. Controle positivo (exposicao das sementes em ZnSO.);
P1. P1: exposicdo das sementes em amostras de agua coletada na sepultura 1 (Local de coletaonde o
liquido se encontrava em contato com o corpo saponificado); P2. exposi¢do das sementes em amostras
de 4gua coletada na sepultura 2 (Local de coleta onde o liquido se encontrava proximo ao corpo
saponificado).

Os resultados das taxas de germinacéo das sementes de A. cepa expostas as amostras de
aguas coletadas nas sepulturas (P1 e P2) exibiram médias de indices de germinacéo iguais ou
superiores a 70%. Pela analise estatistica (Kruskal-Wallis, seguida da comparacdo maltipla de
Dunn), nenhum dos tratamentos apresentou diferenca estatisticamente significativa, em relagdo
aos dados do CN, dados estes que demonstram que as amostras de aguas das sepulturas

estudadas ndo apresentaram potencial toxico para A. cepa.
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Tabela 3 — Taxa de germinagdo das sementes de A. cepa expostas as amostras de &guas

coletadas no P1 e P2 e aos controles negativo e positivo

% de Germinacgéao
Tratamento Triplicatal Triplicata2 Triplicata 3

CN 73 74 76
Trifluralina 53 56 60
MMS 75 67 79
P1 80 68 76
P2 75 71 74

CN: Controle negativo; Trifluralina e MMS foram usados como controle positivo; P1: Local de coleta
onde o liquido se encontrava em contato com o corpo saponificado; P2: Local de coleta onde o liquido
se encontrava préximo ao corpo saponificado.

Como pode ser visto na tabela 4, os resultados de citotoxicidade, genotoxicidade e
mutagenicidade dos tratamentos realizados com amostras de aguas das sepulturas do P1 e do
P2, ndo se mostraram diferentes significativamente do CN, o que infere que as amostras de agua
testadas ndo sdo potencialmente citogenotoxicas nem mutagénicas para esse bioindicador. As
analises de aberragdes cromossomicas realizadas neste estudo registraram algumas alteracoes
cromossdmicas nas células expostas as aguas das sepulturas (Figura 9), mas os resultados ndo
se mostram estatisticamente significativos, em relacdo aos observados no CN. Durante a

andlise, ndo foram observados indices de Morte Celular.

Tabela 4 — Resultados dos ensaios de citotoxicidade, mutagenicidade, de genotoxicidade e de
morte celular, realizadas com o bioindicador A. cepa, exposto a dguas coletadas em sepulturas
inundadas pelo lencol freatico, do cemitério Sdo Jodo Batista da cidade de Leme-SP.

Tratamento Indice Mitético indice de indice de Inl\(jlfftge
(citotoxicidade) Mutagenicidade Genotoxicidade

Celular
CN 42,5+ 4,15 0,19+0,14 0,065+0,095 0,00+0,00
Trifluralina 41,9 + 4,45 1,63 +1,22* 1,12 +1,31* 0,00 £ 0,00
MMS 43 +3,95 1,25+ 1,22* 0,3+0,322 0,00 £ 0,00
P1 42,25 + 4,61 0,5+0,37 0,14 +0,16 0,00 £ 0,00
P2 41 +2,39 0,46 £0,3 0,28+0,2 0,00 £ 0,00

CN: Controle negativo; Trifluralina e MMS foram usados como controle positivo (CP); P1: Local de
coleta onde o liquido se encontrava em contato com o corpo saponificado; P2: Local de coleta onde o
liquido se encontrava préximo ao corpo saponificado. *:significativo para p<0,05.



Figura 9 - Aberracfes cromossdmicas encontradas em células meristematicas de Allium cepa, apos
exposicdo em amostras de agua coletadas em covas inundadas pelo lengol freatico. A: Interfase normal; B:
Profase normal; C: Metéafase normal; D: Anafase normal; E: Tel6fase normal; F: Interfase com broto nuclear
(seta); G: Interfases com micronucleo (seta) e préfase com broto nuclear (cabeca de seta); H: Interfase com
micronucleo (seta); I: Profase com microndcleo; J: Metafase com aderéncia cromossdmica; K: Metafase
polipléide; L: Anafase com pontes cromossdmica (seta); M: Anafase com quebra cromossdmica (seta); N:
Anafase com perdas cromossdmicas (seta); O: Anafase multipolar.
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Tabela 5 - Resultados obtidos nas analises de aberracdes cromossdmicas com células meristematicas de A cepa, que foram expostas as amostras de dguas coletadas

nas sepulturas impactadas pelo lencol freatico, no cemitério Sdo Jodo Batista da cidade de Leme-SP (P1 e P2).

Células com _
Broto Células . Células Aderéncia Ponte Perda ] Metéafase . .
] Nucleos Lo . . . C-Metéafase L Multipolaridade
Tratamento Nuclear Polinucleada Polipldide | Cromossémica | Cromossdmica | Cromossémica Polipléde
Lobulados
CN 0,03+0,39| 0,00+0,00 0,00 + 0,00 0,00 £+ 0,00 0,00 £+ 0,00 0,00 £ 0,00 0,03+0,39 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 +£0,00
Trifluralina | 0,22+1,64 | 0,015+0,29 0,27 £1,97 0,11+2,02 0,05 + 0,45 0,09 £0,79 0,05 + 0,45 0,13+0,98 0,06 +1,15 0,05+ 0,62
MMS 0,14+0,97 | 0,00+0,00 0,00 + 0,00 0,00 £+ 0,00 0,05+ 0,62 0,06 £0,77 0,03+0,39 0,00+0,00 | 0,015+0,29 0,00 + 0,00
Ponto 1 0,03+0,58 | 0,00+0,00 0,00+0,00 | 0,016 0,29 0,00 £+ 0,00 0,00 £+ 0,00 0,97 £0,67 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 £0,00
Ponto 2 0,14+0,86 | 0,00+0,00 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 0,016 + 0,29 0,016 + 0,29 0,05 + 0,45 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00

CN: Controle negativo, Trifluralina: Controle positivo; MMS: Controle positivo; P1: Local de coleta onde o liquido se encontrava em contato com o corpo saponificado; P2: Local de

coleta onde o liquido se encontrava proximo ao corpo saponificado.
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5. Discussao

Os cemitérios estdo entre as principais fontes antropicas de poluigdo e contaminagao de
recursos hidricos localizados proximos as areas urbanas. Por essa caracteristica poluidora que
apresentam, esses ambientes representam uma séria ameaca a qualidade ambiental (SILVA et
al.,2011 e ZYCHOWSKI e BRYNDAL, 2015). Do ponto de vista toxicoldgico, esses ambientes
séo ainda pouco estudados e, por isso, tais avaliagdes sdo muito interessantes para um melhor
conhecimento dos possiveis impactos que as necrdpolis possam desencadear sobre o ambiente
urbano e, consequentemente, os riscos para a populacdo diretamente envolvidas com esses
locais, como funcionarios funerarios, moradores do entorno dos cemitérios e visitante desses
espagos.

A Ecotoxicologia € um ramo da toxicologia que avalia os efeitos toxicos causados por
poluentes naturais ou sintéticos, sobre quaisquer constituintes do ecossistema: animais
(incluindo seres humanos), vegetais ou microrganismos, em um contexto integral (TRUHAUT,
1977). A ecotoxicologia também é conhecida como um dos ramos da ecologia, voltada a estudos
dos efeitos e das influéncias de agentes toxicos sobre diversos niveis de organizacao biologica
(celular, individual, populacional, da comunidade e do ecossistema). Os estudos
ecotoxicologicos também avaliam as caracteristicas toxicas e os efeitos bioldgicos de amostras
ambientais complexas, resultantes tanto de eventos naturais como de acdo antropogénica, nas
mais variadas malhas ambientais (ar, solo, agua e sedimento) (NEWMAN; UNGER, 2002).

Alguns vegetais, como a espécie A. cepa e L. sativa, sdo considerados excelentes
bioindicadores de contaminacdo ambiental (TIGRE et al., 2012). Andlises simultaneas,
realizadas com esses dois organismos permitem uma maior compreensao dos mecanismos de
acdo de substancias toxicas e também avaliar os potenciais citotoxico, genotdxico e mutagénico
de um poluente ou de uma amostra ambiental (ARAGAO et al., 2015; FREITAS et al., 2016).
A espécie L. sativa € considerada, por varias organizacdes internacionais, como um excelente
bioindicador para avaliagbes ecotoxicoldgicas (ISO, 1995), devido a facilidade erapidez de
desenvolvimento dos testes e baixo custo operacional, além de apresentar tambémuma alta
sensibilidade a acdo toxica de contaminantes, portanto, muito eficiente para este fim
(CHARLES et al., 2011; PALMIERI, 2014). No presente estudo, foram avaliados, com esse
vegetal, os indices de germinacgéo e de crescimento, tanto do hipocotilo quanto da radicula.

Conforme foi apresentado na Tabela 1, ndo houve diferenga estatistica significativa entre
0s resultados obtidos nos testes de germinacdo com L. sativa para os tratamentos com &guas

coletadas nas sepulturas com corpos mantidos em estado de saponificacdo e o teste CN.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Toxicologia
https://pt.wikipedia.org/wiki/Poluentes
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ecossistema
https://pt.wikipedia.org/wiki/Animais
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ser_humano
https://pt.wikipedia.org/wiki/Vegetal
https://pt.wikipedia.org/wiki/Microorganismo
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ecologia
https://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
https://pt.wikipedia.org/wiki/Popula%C3%A7%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/Biocenose
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ecossistema
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Esses resultados negativos podem estar associados a alta pluviosidade do periodo de
coleta (figura 8) que provavelmente pode ter promovido uma maior diluigdo dos contaminantes
oriundos da decomposicdo cadavérica. Essa explicacdo pode ser reforcada pelas citacdes de
Sobrero e Ronco (2004) que afirmam que compostos hidrossoltveis, em baixas concentracdes,
podem ndo afetar a germinacéo de plantas. Os resultados obtidos nos testes de desenvolvimento
das raizes de L. sativa, baseados nos indices de elongacao do hipocotilo e da radicula, realizados
com as amostras dos P1 e P2, assim como o observado nos testes de germinagdo (Tabela 2),
ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao CN, confirmando que
as amostras avaliadas ndo apresentaram potencial téxico para L. sativa. Além disso, ndo foram
observadas necroses nas radiculas ou aumentos consideraveis na zona pilifera, que séo efeitos
associados a acao de agentes toxicos. Considerando que, tanto no P1 como no P2, ocorre um
maior acimulo de &gua nas covas em razdo das chuvas, destacamos que essa agua acumulada
em maior volume pode ter sofrido uma maior diluicdo dos compostos derivados da putrefagdo
cadavérica, ndo induzindo efeitos fitotoxicos no bioindicador L. sativa. Outro fator que
comprovou a confiabilidade e sensibilidade do teste de toxicidade realizado com L. sativa,
foram as respostas do CP para germinacdo e para desenvolvimento radicular. N&o foram
observados para o CP elongamento da radicula e do hipocotilo, o que confirma que o
bioindicador esta respondendo a efeitos toxicos, pois 0 ZnSO4 (CP), na concentracdo usada,
corresponde a uma solucdo inibidora do crescimento de raizes (LOPES, 2014).

Para andlises da germinagdo com A. cepa, o P1 e P2 apresentaram uma média acima de
70% de germinacdo (Tabela 3), ndo diferindo estatisticamente do teste CN. Pelos ensaios
realizados com o CP trifluralina, ficou comprovado a confiabilidade do resultado obtido neste
ensaio, pois, de acordo com alguns autores, substancias toxicas podem inibir divisdo celular e
ser prejudicial para as plantas, especialmente pelos impactos causados aos meristemas
radiculares (DEUBER, 1992), como é o caso do herbicida trifluralina (FERNANDES et al.,
2007).

De acordo com Cabrera e Rodrigues (1999), a espécie A. cepa é um excelente
bioindicador para avaliar alteracbes citotdxicas (indice mitético e indice de morte celular),
genotoxicas (aberragdes cromossdmicas) e mutagénicas (micronicleo). O indice mitotico
permite avaliar a citotoxicidade de uma substancia, pela analise do namero de células nas
diversas fases do ciclo celular (LEME e MARIN-MORALES, 2009). Nas nossas analises, tanto
0 P1 quanto o P2 n&do apresentaram alteragdes estatisticamente significativas, em relacdo ao
CN, como demonstrado na Tabela 4, ndo evidenciando citotoxicidade das amostras de agua

analisadas.
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O teste de aberragdes cromossémicas (C-metéfases, metéafases poliploides, atrasos, perdas
e pontes cromossdmicas, multipolaridade, células polinucleadas, brotos nucleares, nucleos
lobulados dentre outros), observadas nas fases de profase, metéafase, anafase e telofase, bem
como na interfase, avaliam o potencial de em agente promover dano ao material genético, o que
permite estimar a sua genotoxicidade (FERNANDES, et al., 2007; LEME e MARIN-
MORALES, 2009; MAZZEO et al., 2011; SOUZA et al., 2014). Por este teste, ndo foram
encontrados resultados estatisticamente diferentes entre as amostras de agua do P1 e P2 e o CN,
ao passo em que foram corroborados esses efeitos nos testes com Trifluralina (Tabela 4).

As alteracbes mutagénicas sdo caracterizadas como modificacdes genéticas herdaveis,
diferentes das alteracbes genotoxicas, que sdo danos que podem ser corrigidos pelo sistema de
reparo celular. Dentre as alteragdes mutagénicas, destaca-se 0s eventos de micronucleagédo
(teste do micronticleo - MN) e as quebras cromossdmicas (FISKEJO, 1985). Tanto pelo teste
de aberragGes cromossdmicas, que avaliou presenca de células com quebras cromossémicas,
como pelo teste do MN, ndo foram evidenciados efeitos mutagénicos significativos, em relacéo
ao CN, para as aguas coletadas nos P1 e P2, ao passo em que ambos o0s controles positivos
(MMS e Trifluralina) apresentaram esses efeitos.

A presenca de MN pode acontecer devido a dois tipos de acdo da substancia toxica ou de
uma amostra ambiental, a acdo aneugénica ou a clastogénica (PAVLICA et al., 2002). Os
ensaios realizados com A. cepa permitem avaliar os dois tipos de agdes (aneugénica e a
clastogénica) que a célula pode sofrer, quando exposta a uma agente mutagénico (SOUZA et
al., 2014). A acéo aneugénica é quando o agente toxico interfere nas estruturas citoplasmaticas
da célula, prejudicando, por exemplo, a polimerizacdo dos fusos mitéticos, induzindo
aneuploidia ou segregacdo cromossémica anormal, ocasionando aderéncias e perdas
cromossdmicas, C-metéafases e células multipolares, (FERNANDES et al., 2007), enquanto que
0 agente de acao clastogénica interfere diretamente no material genético, modificando a guanina
para 7-metilguanina e a adenina para 3-metiladenina, causando, respectivamente, mau
pareamento de bases e bloqueio da replicacdo (BERANEK, 1990), induzindo eventos de
quebras cromossémicas (FENECH, 2000; LEME e MARIN-MORALES, 2009; SOUZA et al.,
2014).

Quando a acdo de alguma substancia € muito severa para a célula, ela pode induzir a
morte celular.

Muitos autores utilizam esse bioindicador para avaliar efeitos de agentes mutagénicos.
Um dos estudos que reforca a aplicabilidade do teste para esse fim é o de Grover et al. (1990).
O autor obteve um resultado de concordancia de 91,5% entre as analises de efeitos genotoxicos

observados em A. cepa com as de células de medula 6ssea em ratos, demonstrando a
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similaridade da resposta entre esses grupos.

Embora os resultados de genotoxicidade dos pontos avaliados (P1le P2) ndo tenham sido
significativos, em relacdo ao controle negativo, podemos inferir que esses pontos apresentam
contaminantes que sugerem efeitos clastogénicos (Tabela 4), uma vez que foram observadas
células aberrantes caracteristicas de efeito clastogénico (similares as induzidas pelo CP - MMS)
e células portadores de alteracGes derivadas de presenca de agentes aneugénicos (semelhanteas
induzidas pela trifluralina). Esses resultados observados corroboram a confiabilidade dos testes
realizados com A. cepa, para avaliagdo de toxicidade ambiental.

O processo de liberagcdo do necrochorume, em condicGes isentas de umidade, acontece,
de acordo com Castro (2008), até cerca de 2,5 anos p6s morte, tempo este necessario para que
todos 0s processos de decomposi¢do ocorram. No caso dos corpos que se encontram por muitos
anos em estado de saponificacdo, como os que foram sepultados em terrenos extremamente
umidos, nédo se sabe por quanto tempo ocorre a liberagdo de necrochorume. Se considerarmos
a possibilidade de um corpo saponificado ir diminuindo a liberacdo de necrochorume na agua
gue mantém a cova Umida, é possivel inferir que, apos alguns anos, o liquido presente na cova
possa ser menos toxico nas estagdes chuvosas, devido a possibilidade de haver uma maior
diluicdo dos contaminantes. Caso o corpo esteja liberando necrochorume, esse liquido contém
aminas biogénicas, como a cadaverina e a putrescina, que sdéo moléculas que, em concentracées
fisiologicas (na sua forma enddgena), fazem parte da fisiologia celular, participando de diversos
processos celulares, como crescimento e divisdo celular, transcrigcdo, tradugdo e processos de
morte celular (HUSSAIN et al., 2011; SVENSSON, 2012), porém, se introduzidas de forma
exogena e em altas concentracdes, a tendéncia é que a divisdo celular seja prejudicada,
decorrendo assim em alteracfes celulares e cromossémicas (UNAL, PALAVAN-UNSAL e
TUFEKCI, 2008).

O que ocasiona a saponificacdo dos corpos é a acdo de enzimas bacterianas que
promovem a mudanca de acidos graxos insaturados para saturados, 0s quais acabam por
cristalizar e promovem a solidificacéo do tecido (FIEDLER e GRAW, 2003). Com isso, 0 tecido
fica endurecido, mantendo a forma inicial do mesmo (FROENTJES 1965). Sendo assim,outro
possivel problema, além dos analisados nesse trabalho, é a presenca dessas bactérias queatuam
ativamente no processo de saponificacéo.

Em uma analise ambiental, é muito importante associar as analises toxicoldgicas com
resultados de parametros microbioldgicos, fisicos e quimicos. Assim, seria muito interessante
ter essas analises para as aguas coletadas no Ple P2, no o periodo chuvoso, pois, certamente,

esses dados poderiam acrescentar informacdes que auxiliariam na interpretacdo dos resultados
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da presentes pesquisa. Contudo, para que esse estudo possa ser ainda melhor elucidado, seria
interessante realizar coletas de agua nos mesmos pontos coletados (P1 e P2) em periodos mais
secos, como o de estiagem no inverno, que acontece de junho a setembro.

O estudo aqui apresentado é inédito, quanto a avaliagdo dos possiveis potenciais toxicos,
citogenotoxicos e mutagénicos de ambientes de cemitérios. Portanto, é um estudo ainda
preliminar, que mostra a necessidade de realizacdo de mais investigagdes cientificas nesta area,
que possam auxiliar na resolucdo de problemas decorrentes de instalaces inadequadas de
cemitérios, principalmente em centros urbanos, bem como para auxiliar 0s 0rgaos
governamentais na elaboragdo de diretrizes relacionadas com as caracteristicas estruturais dos
cemitérios, que possam minimizar os efeitos das contaminac@es oriundas da decomposicao
cadavérica. SO assim, havera uma gestdo melhor das necrdépoles e, consequentemente menores
impactos ambientais e menos riscos tanto para a biota associada a esses ambientes como para a

saude humana.

6. Conclusao

Ao ser avaliada a problematica da inundagdo em covas, a qual impede que 0s processos
de decomposicao cadavérica ocorram, mantendo o cadaver, muitas vezes permanentemente no
processo de saponificacdo, tanto o P1 quanto o P2, mostraram que o efeito de saponificacdo
persiste nestas covas, ha mais de 12 anos, comprovando que 0s corpos continuam impactando
tanto o solo como o préprio lencol freatico do local.

Nas analises de germinacdo e de crescimento radicular e do hipocotilo, realizados com
o0 bioindicador L. sativa, ndo foram encontrados efeitos fitotoxicos para as amostras de aguas
coletadas nas sepulturas dos pontos P1 e P2.

Pelas analises realizadas com as amostras de agua coletadas nas covas (P1 e P2) do
cemitério Sdo Jodo Batista (Leme-SP), com o bioindicador A. cepa, ndo foram registrados
efeitos toxicos, comprovados pelos resultados dos ensaios de germinacdo com sementes deste
bioindicador; citotoxicos, por meio dos testes de indice mitotico e de morte celular; nem
mutagénicos, pelo teste do micronicleo.

Os resultados negativos de toxicidade, citogenotoxicidade e mutagenicidade podem
estar associados coma alta diluicdo dos poluentes, uma vez que as coletas foram realizadas em
um periodo de altos indices pluviométricos. Desta forma, outros estudos também devem ser
realizados, nas mesmas covas, mas em periodos mais secos.

Os resultados toxicoldgicos obtidos no estudo, mostram também a necessidade de
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associar esses dados com anélises quimicas e microbiolédgicos, tanto do P1 quanto do P2, para
esse periodo chuvosa.

Pelos resultados do estudo, entendemos que também seria importante um
monitoramento continuo de &guas que inundam as sepulturas do cemitério Sdo Jodo Batista,
tanto em periodo chuvoso como seco, desde 0 momento do sepultamento até que haja a isencao
total da toxicidade. Esse estudo mais amplo poderia trazer informagdes importantes para melhor
estimar 0s reais impactos ambientais e as consequéncias a salde, decorrentes de processos
persistentes da etapa de saponificacao.

Os dados apresentados neste estudo sdo inéditos e podem auxiliar em diretrizes que
definem as exigéncias mais efetivas para instalacdo de novos cemitérios, bem como para a

melhor manutencdo de necropoles ja implantadas.
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