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RESUMO

O ritmo acelerado do crescimento demografico vem contribuindo para para o aumento dos
niveis de poluicao ambiental. Uma das atividades humanas que vem se destacando como muito
poluidora ¢ a pratica de sepultamento em cemitérios. Embora o ato de enterrar os corpos seja
quase tdo antigo quanto a propria humanidade, s6 recentemente os cemitérios tém sido
considerados e discutidos como importantes fontes poluidoras. Apesar de existirem leis
ambientais que regem a instalacao e o funcionamento das necrdpolis, esses ambientes continuam
sendo grandes centros de contaminagdo quimica e biologica, com destaque aos compostos
organicos, como as aminas biogénicas cadaverina (CsHi4N2) e putrescina (CsHi2Nz). Essas
aminas sao encontradas naturalmente nas células, porém, quando elas estdo presentes no meio
ambiente em altas concentracdes podem levar a problemas ambientais e também a saude
humana. O porco doméstico (Sus scrofa domesticus L.) é considerado um modelo animal com
caracteristicas de cadaverizagdo semelhantes as humanas, por isso muito utilizado em
experimentos que envolvem o processo de decomposi¢ao cadavérica. O solo desempenha um
papel muito importante na filtragem de metais, micro-organismos e substancias resultantes do
processo de decomposicdo bioldgica, porém ainda existem poucos estudos que abordem os
poluentes inerentes as atividades de decomposi¢do cadavérica, comum em ambientes de
cemitérios. Neste mesmo contexto, ainda sd3o escassos os estudos sobre a real agdo desses
poluentes sob o meio bioldgico. Desta forma, pelo aumento constante das atividades cemiteriais
e pela lacuna de informacgdes sobre os efeitos de seus poluentes, existe uma necessidade urgente
de se desenvolver estudos que possam melhor esclarecer os possiveis impactos, tanto ao
ambiente como a saude humana, das praticas de inumacdo dos corpos. O presente estudo
realizou uma ampla revisao sobre aminas biogénicas associadas a processos putrefativos, que
permitiu a elaboragdao de um artigo. Este trabalho também simulou uma contaminagao de
cemitério, por meio de inumacdo de uma carcaca suina, e avaliou os efeitos biologicos dos
contaminantes derivados da decomposi¢ao cadavérica. A fitotoxicidade foi avaliada pelo indice
de germinacao de sementes ¢ mensuragdo do eixo hipocotilo-radicular de Lactuca sativa. Os
testes de citotoxicidade, genotoxicidade e potencial mutagénico foram realizados pelos
parimetreos de Indice Mitotico (IM), indu¢do de Aberragdes Cromossomicas (AC) e de
Micronticleo (MN), respectivamente, com a espécie Allium cepa, além de uma revisdo das

informacgdes sobre a toxicidade de aminas biogénicas derivadas de processos putrefativos. Os



nossos resultados mostraram que, os componentes do necrochorume interferiram no
desenvolvimento das raizes e do hipocétilo e induziram aberra¢des cromossomicas e nucleares
nos bioindicadores vegetais utilizados neste estudo. As informagdes obtidas nesse estudo podem
dar um maior suporte aos 6rgaos competentes para elaboracdo de leis, além de alertar para as
possiveis consequéncias dos impactos ambientais da atividade cemiterial e suas consequéncias

para a saide humana.

Palavras-chave: Allium cepa; cadaverina; impacto de cemitérios; Lactuca sativa, putrescina;

Sus scrofa domesticus.



ABSTRACT

Demographic growth has contributed to the increase in levels of environmental pollution. One
of the human activities that has been highlighted as very polluting is the practice of burial in
cemeteries. Although the act of burying bodies is almost as old as humanity itself, only recently
have cemeteries been considered and discussed as important sources of pollution. Despite the
existence of environmental laws that govern the installation and operation of necropolises, these
environments continue to be major centers of chemical and biological contamination, with
emphasis on organic compounds, such as biogenic amines cadaverine (CsH14N2) and putrescine
(C4H12N2). These amines are found naturally in cells, however, when they are present in the
environment in high concentrations they can lead to environmental problems as well as human
health. The domestic pig (Sus scrofa domesticus L.) is considered an animal model with
cadaverization characteristics similar to those of humans, which is why it is widely used in
experiments involving the process of cadaveric decomposition. Soil plays a very important role
in filtering metals, microorganisms and substances resulting from the biological decomposition
process, but there are still few studies that address the pollutants inherent in cadaveric
decomposition activities, common in cemetery environments. In this same context, studies on
the real action of these pollutants in the biological environment are still scarce. Thus, due to the
constant increase in cemetery activities and the lack of information about the effects of its
pollutants, there is an urgent need to develop studies that can better clarify the possible impacts,
both on the environment and on human health. This study carried out a comprehensive review
about biogenic amines associated with putrefactive processes, which allowed the elaboration of
an article. This work also simulated a cemetery contamination, through burial of a swine carcass,
and evaluated the biological effects of contaminants derived from cadaveric decomposition.
Phytotoxicity was evaluated by seed germination index and measurement of the hypocotyl and
root of Lactuca sativa. Cytotoxicity, genotoxicity and mutagenic potential tests were performed
using the parameters of Mitotic Index (MI), Chromosome Aberrations (CA) and Micronucleus
(MN), respectively, with the species Allium cepa, in addition to a review of information about
the toxicity of biogenic amines derived from putrefactive processes. Our results showed that the
components of cemetery leachate interfered with the development of roots and hypocotyl and
induced chromosomal aberrations and nuclear alterations in plant bioindicators used in this

study. The information obtained in this study can give greater support to Organs competent



bodies for drafting laws, in addition to alerting to the possible consequences of the

environmental impacts of cemetery activity and its consequences for human health.

Keywords: Allium cepa; cadaverine; impact of cemeteries; Lactuca sativa; putrescine; Sus

scrofa domesticus.
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1 INTRODUCAO

O crescimento populacional desenfreado tem gerado sérios problemas ambientais e,
por isso, vem sendo caracterizado um grande desafio a ser vencido neste século. Os residuos
quimicos derivados de acdes antropicas podem agredir o ecossistema e causar danos a biota
endémica e a saude humana. Por este motivo, existe hoje uma grande preocupagdo em se
conhecer os possiveis efeitos bioldgicos dos xenobidticos, o que tem levado a necessidade de
realizacao estudos que avaliem, de forma efetiva, a toxicidade e citogenotoxicidade desses
agentes para o meio biologico (LEME; MARIN-MORALES, 2009; HOORNWEG; BHADA-
TATA; KENNEDY, 2013; YANG et al., 2017).

Dentre as fontes urbanas de polui¢do, destacam-se residuos gerados pelos tratamentos
de aguas residuarias e de agua de abastecimento (e.g. efluentes liquidos langados em corpos
d’agua e residuos semi-solidos, como os lodos, dispostos em aterros especiais), bem como os
residuos solidos dispostos em aterros sanitarios. Recentemente, os ambientes de cemitérios
tém sido incluidos nessas fontes de contaminagdo antropica, por contaminarem o ambiente
com residuos fisicos e quimicos, originados durante o processo de putrefacao cadavérica, e por
disponibilizarem no ambiente uma alta carga de contaminantes biolodgicos, advindos dos
corpos sepultados (JONKE; OLIVIER, 2012; NECKEL et al., 2017).

As preocupagdes com a saude publica, decorrentes de questdes sanitarias e ambientais
relacionadas a atividade cemiterial, ganharam for¢a no século XIX, quando o crescimento
exponencial da populagdao influenciou, diretamente, no aumento da demanda por novos
cemitérios. Muitas vezes, as necropolis sdo inadequadamente instaladas, e isso acontece
principalmente por falta de planejamento ou falha na fiscalizagdo pelos 6rgdos ambientais
competentes. Além disso, devido ao alto e constante crescimento urbano, muitas necropoles,
originalmente instaladas distantes de areas habitaveis, encontram-se hoje localizadas muito
proximas das cidades, o que vem colocando em risco a satde da populagcdo do seu entorno
(ROMANO, 2010; OLIVEIRA et al., 2013; QUINTON et al., 2020). Como as atividades
tafondmicas podem se caracterizar como uma fonte de poluicdo e de incomodo social, elas
requerem estudos que antecipem as suas consequéncias (WITT; CASSELLA, 2015; HART;
AINSWORTH; WILLIAMS, 2017, VARLET et al., 2020). Embora os estudos de
decomposicdo constituam cdpias de eventos naturais que ocorrem no ambiente, a dimensao

das atividades humanas neste setor leva a uma necessidade de se considerar varios aspectos
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importantes, como o impacto da qualidade do ar (odor); os contaminantes bioldgicos e
quimicos; os possiveis comprometimentos nas aguas subterrdneas e superficiais, impactos
ecoldgicos para a fauna, flora e a saide humana; impactos geoldgicos; bem como a preservagao
de patrimonio arqueolédgico e cultural (VARLET et al., 2020).

No Brasil, os cemitérios sao considerados fontes de contaminac¢ao ambiental de acordo
com a Resolugdo n® 335/2003 do Conselho Nacional do Meio Ambiente — CONAMA
(BRASIL, 2003). O principal impacto causado pelas necropoles ¢ a liberagao intermitente de
um liquido, denominado necrochorume, derivado do processo de decomposi¢ao dos corpos.
Em sua composicao, estdo presentes substancias organicas com potencial toxico, dentre elas
as aminas biogénicas, cadaverina (CsH14N>) e putrescina (C4H12N2) (DENT; KNIGHT 1995;
SILVA, 1998; CALKOSINSKI et al., 2015). Sabe-se que a contaminagido por substincias
toxicas formadas em cemitérios ocorre de forma sutil, mas constante, com possibilidade de
disseminagdo para outros compartimentos ambientes interassociados (KEMERICH et al.,
2014a; AMORIM; CRUZ, 2014).

O conhecimento atual sobre o processo de decomposicao de corpos estd muito
associado a experimentos realizados com cadaveres nao humanos, como carcagas de porcos,
cujos estudos tém contribuido, significativamente, para um melhor conhecimento desta area
de estudo (MATUSZEWSKI et al., 2020). O porco doméstico (Sus scrofa domesticus L.) ¢
considerado um excelente modelo animal para estudos de cadaverizacdo, por ser a espécie que
mais se assemelha as caracteristicas de decomposicao dos seres humanos. Isso se deve a sua
semelhanca na dieta (onivora), de flora intestinal e a constituicdo dérmica desses dois
organismos (CATTS; GOFF, 1992; CAMPOBASSO et al., 2001; CRUZ; VASCONCELOS,
2006; KEOUGH; MYBURGH; STEYN, 2016; SZELECZ et al., 2018).

De acordo com Caritd e Marin-Morales (2008), para melhor identificar os reais efeitos
dos xenobiontes sobre o meio biologico, devem ser aplicados diferentes bioensaios, em
diferentes condi¢des de exposi¢cdes (concentragdes, tempos de exposicdo, caracteristicas
quimicas do produto além de dados fisisicos como temperatura, pH, dentre outros). Os testes
de toxicidade sao muito utilizados em avaliagdes da qualidade ambiental e representam uma
importante ferramenta para diagnosticar os possiveis imapactos que as substancias toxicas
possam promover no meio biologico e a saude humana, ja que as analises quimicas descrevem
apenas o tipo de agente envolvido na contaminagdo (PANDARD et al., 2006; WILKE et al.,
2008; CESAR et al., 2014).
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As plantas possuem capacidade de metabolizar muitos compostos toxicos,
principalmente por sistemas enzimaticos que ativam os promutagenos por processos de
monooxigenacao, peroxidagdo e conjugagdo (STIBOROVA; ANZENBACHER, 1991).
Apesar de haver diferencas entre as atividades metabodlicas de vegetais e mamiferos, a ativagao
pro-mutagénica dos vegetais superiores pode contribuir como um pré-diagnéstico de avaliagao
de possiveis efeitos de xenobiontes sobre os mamiferos, o que acaba sendo de grande
relevancia na interpretacao da acdo de diferentes agentes quimicos sobre a espécie humana
(FISKEJO, 1985).

Diversas espécies de plantas sdo utilizadas como indicadores de citogenotoxicidade e
mutagenicidade ambiental (MALUSZYNSKA; JUCHIMIUK, 2005; LEME; MARIN-
MORALES, 2009, TIMOTHY et al., 2014), destacando-se entre elas os modelos vegetais
Allium cepa e Lactuca sativa (LEME; MARIN-MORALES, 2009; TIGRE et al., 2012,
SILVEIRA et al., 2017).

A espécie A. cepa apresenta caracteristicas biologicas interessantes que fazem dessa
espécie um bioindicador robusto e amplamente utilizado em avaliagdes de toxicidade de
contaminantes ambientais. Dentre as vantagens de seu uso, destacam-se a presenca de
cromossomos grandes ¢ em numero reduzido (2n=16), o baixo custo dos ensaios, facil
manuseio e uma excelente correlagdo com osutros sistema bioldgicos, como animais e plantas
(GRANT, 1982; LEME, MARIN-MORALES, 2009; FIRBAS; AMON, 2013), sendo utilizado
como um organismo padrao para testes rapidos (SMAKA-KINCL et al., 1996). Os bionsaios
com A. cepa também siao amplamente utilizados em investigacdo de efeitos citotoxicos,
genotdxicos e mutagénicos de xenobidticos (FERNANDES et al., 2009), sendo indicado para
avaliacdo de efeitos clastogénicos e aneugénicos sobre o material genético (CABRERA;
RODRIGUEZ, 1999; BAGATINI; SILVA; TEDSESCO, 2007; GRIPPA et al., 2010;
TESHIKA et al, 2019). Estudos realizados por Fiskejo (1981, 1985) levaram o autor a
considerar que os efeitos observados em A. cepa podem ser uma indicagdo de que o quimico
testado pode também causar danos em outros organismos.

O bioindicador L. sativa € classificado como um modelo para estudos macroscopicos,
sendo um excelente bioindicador de fitotoxicidade. Com este teste, € possivel avaliar as
influéncias de xenobiontes sobre a taxa de germinacdo de sementes e a potencialidade do
quimico inibir o crescimento radicular (EOM et al., 2007; MONTEIRO et al., 2009; ARAGAO

etal., 2015; PARK et al., 2016). Alguns autores indicam que o crescimento radicular pode ser



20

afetado por diversas condi¢cdes ambientais, como diferencas de pH, temperatura, salinidade e
presenca de metais (CAMARGO et al. 2004; FUENTES et al., 2004).

Os impactos ambientais de cemitérios, causados por necrochorume, ainda ¢ um assunto
bastante recente e pouco discutido pela comunidade cientifica. Neste contexto, o presente
estudo avaliou a citogenotoxicidade de amostras de solo contaminados com necrochorume,
por meio de ensaios com os bioindicadores A. cepa e L. sativa. Os dados desta avaliagdo podem
auxiliar nas tomadas de decisdo dos 6rgaos ambientais competentes, quanto a implantagao de

medidas mitigadoras a serem aplicadas em ambientes de cemitérios.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial toxico e citogenotdxico de amostras
de solos obtidas por simulagdo de inumagdo de carcaca suina, por meio de ensaios com 0s
sistemas in vivo A. cepa ¢ L. sativa. Adicionalmente, também objetivou revisar e levantar

informacdes sobre aminas biogénicas envolvidas em processos putrefativos.

2.2 Objetivos especificos
v Monitorar o processo de decomposi¢do cadavérica de uma carcaga suina inumada por

meio de ensaios bioldgicos com vegetais superiores;

v’ Avaliar o efeito fitotoxico das amostras de solos contaminados e seus extratos aquosos,

por meio do teste de germinagdo e alongamento do hipocotilo e da radicula de L. sativa;

v Avaliar o potencial toxico, citogenotdxico ¢ mutagénico de amostras de solos seus
extratos aquosos contaminados com necrochorume, por meio do bioensaio com A.

cepa;

v Levantar informagdes por meio da revisdo de estudos sobre as aminas biogénicas,

principais compostos relacionados ao processo putrefativo de alimentos e de cadaveres;

v Contribuir para o melhor entendimento do modo de agdo do necrochorume em

diferentes organismos teste vegetais;
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Contaminacao ambiental de cemitérios

O sepultamento de corpos ¢ um ritual realizado desde a Idade Média. Esta pratica se
deu inicialmente pela disposicdo dos cadaveres nas igrejas e adjacéncias, portanto proximos
das areas habitaveis, o que resultou em problemas de saude coletiva, como as epidemias de
tifo e peste bubonica. Em decorréncia disso, para presevar a qualidade de vida dos centros
urbanos, foram criandos ambientes especificos para esse fim (cemitérios), que se localizavam
distantes das cidades (PACHECO, 2000; LELI et al., 2012). Contudo, no Brasil, a proibi¢ao
de sepultamentos em 4reas urbanas s6 foi regulamentada em 1828, responsabilizando os
municipios pelas questdes sanitarias advindas dessas atividades (DUARTE, 2009; BORN;
OLIVEIRA; CUBAS, 2014). No entanto, o intenso avango da urbanizacdo e crescimento
populacional reintegraram os cemitérios a malha urbana e, consequentemente, o seu potencial
risco de contaminacdo fisica, quimica e bioldgica, voltando a se caracterizando com um
problema global de satde publica (SILVA; MALAGUTTI FILHO, 2008; OLIVEIRA et al.,
2012, SANTOS; MORAES; NASCIMENTO, 2015; NECKEL et al., 2016, 2017, 2020).

Do ponto de vista cientifico, hda um desconhecimento por parte da populacao sobre os
impactos ambientais gerados pela decomposi¢do de caddveres em cemitérios. Contudo, foi a
partir da proibi¢ao de sepultamentos em areas urbanas que se iniciaram pesquisas abordando
o processo de cadaverizagao de corpos humanos e, consequentemente, o conhecimento sobre
a acdo de enzimas microbianas responsaveis pela decomposi¢ao dos tecidos e produgao de
gases, liquidos e sais, estudos esses que vém sendo ainda hoje aprofundados (BORN;
OLIVEIRA; CUBAS, 2014; PINHEIRO, 2018).

Diante da diversidade e potencialidade toxica das substancias derivadas do processo de
decomposic¢do, ¢ muito importante que, ao escolher um local para a instalagao de um cemitério,
seja realizada uma ampla avaliacdo das caracteristicas geologicas e hidrogeoldgicas desse
ambiente (SILVA; MALAGUTTI FILHO, 2008), pois deve-se evitar terrenos que facilitem a
percolacdo ou o escoamento dos exudados cadavéricos. Ugisik e Rushbrook (1998) ressaltam
a importancia desse tipo de estudos, pois, de acordo com esses autores, o solo se comporta
como filtro na retencdo de metais, micro-organismos e demais substancias oriundas do
processo de decomposi¢cdo. Dentre estas substiancias produzidas durante o processo de

decomposi¢do cadavérica, estd o necrochorume que ¢ liberado de forma intermitente e
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apresenta um grau variado de patogenicidade e toxicidade (MIGLIORINI, 1994; KEMERICH
et al., 2012). Desta forma, se a decomposicdo cadavérica ocorrer em locais que ndo foram
criteriosamente avaliados quanto a geologia do terreno e a adequacdo da infraestrutura do
impreendimento, pode-se correr o risco de haver significativos impactos tanto fisicos quanto
quimicos do ambiente, decorrendo, sobretudo, em contaminacdo do solo e de aguas
superficiais e subterraneas (ALCANTARA, 2010; SILVA; MALAGUTTI, 2010;
BACIGALUPO, 2012).

Estudos realizados por Silva (2000) em 600 cemitérios brasileiros mostraram que 75%
dos casos de contaminagdo em ambientes cemiteriais se davam em cemitérios municipais e
25% em cemitérios particulares, devido a problemas tanto de localizagdo como operacionais,
sendo, inclusive, alguns deles clandestinos. Albuquerque, Cerqueira e Albuquerque (2017)
constataram que o cemitério de Queimadas/PB apresentava risco de contaminagdo por
escoamento de necrochorume para aguas superficiais. Neira et al. (2008) realizaram analises
fisico-quimicas e bacterioldgicas em aguas subterraneas do cemitério de Santa Inés (Vila
Velha/ES). Os autores detectaram indices de compostos nitrogenados e microbioldgicos
elevados na dgua estudada. Em uma pesquisa realizada em Rondonia, Lozano et al. (2012)
avaliaram a interferéncia de um cemitério sobre a qualidade da agua de pocgos utilizados para
consumo doméstico. Os autores observaram um aumento significativo de nitrato nas amostras
de 4gua dos pogos contiguos ao cemitério. Em um estudo realizado por Kemerich et al.
(2014a), foram identificadas alteracdes nas propriedades quimicas do solo de um cemitério do
Rio Grande do Sul. Os resultados mostraram alteracdo no pH do solo e aumento das
concentragdes de amdnia, nitrato e nitrito, proporcional a profundidade avaliada.

Conforme descrito por Amuno (2013) e Silva (2020), grande parte dos cemitérios
existentes hoje foram implantados sem qualquer precaugdo com possiveis impactos
ambientais. Por esta razdo, mesmo sendo esses ambientes considerados importantes fontes de
contaminagdo, ainda existem poucos estudos que incluam esses locais como fontes poluidoras
do solo e de 4guas superficiais e subterraneas. Entretanto, sabe-se que a contaminagdo pelas
substancias toxicas derivadas dos processos de decomposi¢ao cadavérica dos cemitérios ocorre
de forma sutil, porém constante e com possibilidade de disseminacao para outros ambientes
do seu entorno (AMORIM ¢ CRUZ, 2014; KEMERICH et al, 2014b).

Diante desta problemadtica, o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA)

estabeleceu em 2003 a Resolugdo n°® 335, que dispde sobre o licenciamento ambiental de
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cemitérios. Além de estabelecer critérios para sua implantagdo, a resolucdo também definiu
um prazo para regulamentacdo deste tipo de empreendimento. A Resolucdo 335 e suas
respectivas alteracdes (Resolugdo CONAMA n° 368/06 ¢ Resolugio CONAMA n° 402/08)
determinam, para cemitérios horizontais, exigéncias quanto ao distanciamento do nivel inferior
da sepultura e o lencol fredtico; técnicas e praticas que permitam a troca gasosa; localizagdo
da area de sepultamento; caracterizagdo do subsolo; e critérios para cemitérios instalados em

areas de mananciais usadas para abastecimento publico (BRASIL, 2003; 2006; 2008).

3.2 Processo de decomposicdo de corpos humanos

A decomposicdao de corpos ¢ um processo natural que ocorre nos organismos apos a
morte. A principio, a degradacdo pode nao ser perceptivel a olho nu, dado que os eventos
relacionados a este processo t€ém inicio em nivel celular. As modificacdes no cadaver
progredirdo vagarosamente durante cada estagio da decomposicdo, caracterizando as
diferentes alteracdes post mortem (TIBBETT; CARTER, 2008; FENOGLIO et al., 2010; HAU
etal., 2014).

O corpo humano ¢ composto, aproximadamente, por 64% agua, 20% proteinas, 10%
lipidios, 1% carboidratos e 5% minerais. Durante o processo de decomposicdo, estes
constituintes sdo degradados em compostos mais simples, até a sua mineraliza¢ao (composi¢ao
basica de C, H, O, N, P e S). Tais eventos sdo estudados durante a decomposicao quimica de
cadaveres (STATHEROPOULOS et al., 2005; JANAWAY et al., 2009, IOAN, 2017).

A decomposicao cadavérica ¢ caracterizada por duas fases principais. A primeira €
caracterizada pela autdlise, que consiste na autodestruicdo célular, que se da por meio da
atividade de enzimas hidroliticas. Em seguida, avanga para a segunda fase denominada de
putrefagcdo, que implica na desintegragdo progressiva dos compostos organicos, que levam a
mudancas de coloragdo do corpo, incluindo vérias tonalidades de verde, roxo ¢ marrom. O
estimulo para a transicdo entre esses processos ¢ a anodxia celular, que altera o fornecimento
de oxigénio as células, favorecendo o desenvolvimento de bactérias anaerdbias no trato
gastrointestinal e respiratério (CARTER; YELLOWLEES; TIBBETT, 2007; STADLER et al.,
2013; HAU et al., 2014).

Diversos autores distinguem e caracterizam as fases e etapas do processo de putrefacao
com base em estudos de decomposicao de carcacas de animais, como ratos (KEIPER, 1997;

CARTER; YELLOWLEES; TIBBETT, 2008; AI-MEKHLAF, 2020), elefantes (COE, 1978),
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macacos (LEE; MARZUKI, 1993; RUMIZA et al., 2010; AHMAD et al., 2011), porquinhos-
da-india (BORNEMISSZA, 1957; SANCHEZ-MACIAS et al., 2019), cabras (DEONIER,
1940; REEVES, 2009; SINGH; BALA, 2019), coelhos (AHMAD; OMAR, 2018; ODO;
ILOBA, 2020) e porcos domésticos (NOLAN et al., 2019; BARTON et al., 2020).

A defini¢do do nimero de fases e as nomenclaturas usadas podem variar de acordo com
o pesquisador e as diferengas geograficas. Assim, as fases podem ser classificadas em quatro
a seis estagios diferentes (CARTER et al., 2007; HAU et al., 2014). Reed (1958) e Shean,
Messinger e Papworth (1993), baseado em seus estudos com carcagas de porcos, descreveram
a decomposicdo de corpos em quatro fases distintas: Fase fresca, inchago corporal,
decomposicdo avancada e esqueletizagdo, enquanto Payne (1965) delineou o processo de
putrefacdo, de acordo com seus estudos realizados com carcacas de filhotes de porco, em seis
estagios: fresca, inchago corporal, estdgio de decomposi¢ao ativa, decomposi¢ao avangada,
fase seca e remanescentes corporais. Galloway e seus colaboradores (1989, 1997) investigaram
o padrdo do processo de decomposi¢do por meio de um estudo envolvendo diversos casos
forenses e estabeleceram uma classificacdo onde as etapas foram categorizadas em cinco
estagios: fresco, decomposi¢do inicial, decomposi¢do avancada (na qual ocorre o
extravasamento de necrochorume), esqueletizagdo e decomposi¢ao extrema (onde ocorre a
destruicdo dos restos de esqueleto). Esta descri¢do ainda ¢ amplamente utilizada na area da
antropologia forense (WESCOTT, 2018).

A duragdo entre as fases e as transformacdes durante o processo de decomposi¢ao dos
corpos humanos pode sofrer interferéncias por diversos fatores intrinsecos e extrinsecos.
Fatores intrinsecos afetam as mudangas post mortem, que incluem massa corporea e as
dimensdes corporais. Ja os extrinsecos, abrangem as vestimentas, isolamento do cadaver,
ambiente em que o0 corpo se encontra € seu armazenamento apds o Obito (REDDY;
LOWENSTEIN, 2011, SUTHERLAND et al., 2013; ALMULHIM; MENEZES, 2020).

Outras particularidades que influenciam no tempo de cada fase e estdgio da
decomposicdo, descritas na literatura, sdo a idade, o conteudo gastrico, o estado nutricional
antes da morte, bem como a causa da morte. A temperatura, umidade, pH e composi¢do do
solo onde o cadéaver foi inumado também sdo fatores relevantes, pois podem comprometer a
evolucao da decomposi¢do quimica do corpo (VASS et al., 1992; 2002, 2008; PINHEIRO,
2006; IOAN, 2017).
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3.3 Necrochorume

O necrochorume ¢ um composto resultante do processo de decomposi¢io de corpos,
caracterizado pela coloracdo cinza-avermelhada, odor fétido e um elevado indice de
patogenicidade. A relagdo entre o peso de um corpo e o volume de necrochorume produzido ¢
de aproximadamente 0,60 L/Kg. Logo, um corpo adulto pesando, em média, 70 kg, produz
durante sua decomposi¢do, cerca de 30 litros de necrochorume, que em condigdes adequadas
¢ decomposto em substancias mais simples e inofensivas, conforme a capacidade de depuragao
do solo. (SILVA, 1998; CASTRO, 2008).

Este composto, que ¢ formado principalmente no primeiro ano apds o sepultamento, ¢
constituido por 60% de é4gua, 30% de sais minerais ¢ 10% de substancias organicas
degradaveis. Dentre as substancias organicas presentes neste liquido, destacam-se duas
diaminas, a putrescina (CsHi2N»2) e a cadaverina (CsHi4N»), consideradas toxicas, por gerar
ions de amonia quando degradadas (NH4+) (SMITH, 1985). Em temperatura de 23 a 28 °C, o
necrochorume apresenta pH entre 5 e 9 e densidade média de 1,23 g/cm?® (mais denso que a

agua) (SILVA, 1998).

3.4 Aminas biogénicas: cadaverina e putrescina

Aminas biogénicas sdo compostos de baixo peso molecular, originados da
descarboxilacdo de aminodcidos livres. Sdo formados também pela aminagdo redutiva e
trasamina¢do de aldeidos e cetonas ou como produtos da atividade de tecidos corporais. Em
quantidades fisiologicas, estes compostos sdo essenciais as atividades do metabolismo celular
de microrganismos, plantas e animais (BUNKOVA etal., 2010; RABIE, 2011; SIROCCHI et
al., 2013; FEDDERN et al., 2019; PARK; LEE; MAH, 2019). Sao fundamentais para diversos
processos importantes do corpo humano, como a sintese de proteinas, acidos nucléicos,
manutencdo do crescimento e divisao celular, regulacdo da pressao arterial e temperatura
corporal. As aminas biogé€nicas também exercem influéncia na estabilidade da membrana
celular e resposta a estresse (SILVA; GLORIA, 2002; NUNEZ; DEL OLMO; CALZADA,
2016, WOICIK; LUKASIEWICZ; PUPPEL, 2020).

As aminas biogénicas também foram investigadas quanto ao seu potencial mutagénico
em alimentos, pois na presenga de nitritos, as aminas biogénicas, como a cadaverina e
putrescina, se tornam reativas, dando origem a substancias carcinogénicas, conhecidas como

nitrosaminas. Devido a este fato, as aminas biogénicas sdo consideradas potencialmente
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cancerigenas para diversas espécies de animais e representam um risco em potencial a saude
humana (SHALABY, 1996; LEE et al., 2003; RUIZ-CAPILLAS; HERRERO, 2019).

As aminas biogé€nicas de maior interesse sao histamina, putrescina, cadaverina,
agmatima, tiramina, triptamina, feniletilamina, espermina e espermidina. Dentre as aminas
biogénicas citadas, a histamina, feniletilamina e triptamina estdo relacionadas a produgao de
gases (CH4 e CO2), ao passo que as diaminas cadaverina e putrescina, descobertas em 1885
pelo médico alemao Ludwing Bieger, sdo responsaveis pelo cheiro fétido caracteristico de
corpos em putrefacgdo (STATHEROPOULOS; SPILIOPOULOU; AGAPIOU, 2005;
FORBES, 2008; STADLER et al., 2013; ION, 2017).

Estes compostos aminados podem ser classificados de acordo com o ntimero total de
grupos aminas, sendo categorizados como monoaminas, diaminas e poliaminas. Em relagao a
sua estrutura quimica, podem apresentar uma configuracao alifatica, aromatica e heterociclicas
(NAILA et al., 2010, NUNEZ; DEL OLMO; CALZADA, 2016; EKICI; OMER, 2020).

As aminas cadaverina e putrescina também foram estudadas para detectar o nivel de
decomposicdo, a toxicidade e a procedéncia de alimentos (DEL RIO et al.,, 2019;
SUDALAIMANI et al., 2020). Além disso, estas aminas biogénicas foram detectadas em
baixos niveis na cavidade oral de seres humanos vivos, sendo relacionadas ao mau halito

(GOLDBERG et al., 1994; COOKE; LEEVES; WHITE, 2003).

3.5 Utilizac¢ao do porco doméstico como modelo animal

Diversos animais t€ém sido amplamente utilizados, ao longo da historia, como modelos
em pesquisas cientificas, na inte¢@o de se obter informagdes que possam ser extrapoladas para
a espécie humana. Exemplo dessa utilizagdo, sdo os estudos de desenvolvimento de farmacos,
calculo de dosagem de medicamentos e estratégias de tratamento de doengas (VAN DER
WORP et al.,, 2010, MCGONIGLE; RUGGERI, 2014). Modelos animais também sao
comumente utilizados na pesquisa forense. Isto se deve aos estudos que envolvem o processo
de decomposi¢do humana, onde o uso de animais tem sido fundamental para a compreensao
das alteragdes post mortem (BROOKS, 2016; PROBST et al., 2020), sucessao da entomofauna
cadavérica (SILAHUDDIN et al, 2015; WANG et al.,, 2019) e sucessdo microbiana
(METCALF et al., 2015; YANG et al., 2019).

O porco doméstico tem sido cada vez mais utilizado como modelo em estudos que

envolvem o processo de decomposicao de corpos. Isto se deve as suas semelhancas com a
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espécie humana, como tamanho e peso similares aos de uma pessoa, distribuicao da gordura
corporal, auséncia da pelagem grossa e microbiota intestinal resultante da dieta onivora. Além
disso, a composicao histoldgica, anatomia interna e sistema imunoldgico também justificam a
utilizacdo desses animais em processos experimentais (SCHOENLY et al, 2006; ZHANG;
WIDMER; TZIPORI, 2013; BELK et al, 2019).

Estudos recentes, como os de Barton et al. (2020), demonstram a utilizacdo e adequagao
dos porcos domésticos como modelo animal na avaliagao forense. Para esse estudo, os autores
utilizaram cinco cadaveres humanos e trés carcagas suinas inumados em profundidades
distintas no solo. Apds a avaliacdo de diversos parametros, os autores concluiram que a
umidade do solo, a condutividade elétrica (do extrato aquoso do solo) e as concentragdes de
nitrato, amonia e fosforo total foram maiores nas porgoes de solo coletados diretamente sob os
cadaveres. A evidéncia de quantidades elevadas de nutrientes no solo permaneceu por 700
dias, indicando que esses compostos podem constituir marcadores uteis de localizagdo de ilhas
de decomposi¢do, por um periodo de até 2 anos.

Nolan et al. (2019) realizaram um estudo preliminar, em condigdes controladas em
laboratorio, sobre a presenga de peptideos presentes no necrochorume. Nesse estudo foram
utilizadas quatro carcagas de porco doméstico para simular as etapas da decomposi¢ao humana
ao longo do experimento. Os autores concluiram que a identificagdo de peptideos, durante o
processo de decomposicdo de carcaga suina, apresenta-se como bom potencial para estimar o

intervalo pds-morte.

3.6 Bioindicadores vegetais

3.6.1 Allium cepa

Os organismos vegetais sdo utilizados como bioindicadores de efeitos toxicos de
agentes quimicos e de amostras ambientais. Stadler (1928) foi o primeiro pesquisador a usar
um organismo vegetal (milho) para avaliar efeitos do raio-X sobre os cromossomos. Levan
(1938) foi também o primeiro pesquisador a usar a espécie Allium cepa para investigar a
atividade mitotica destes organismos.

Desde entdo, o sistema-teste 4. cepa vem sendo muito utilizado em avaliagdes de
agentes com potencialidade toxica. Fiskesjo (1985) propds o uso desta planta para monitorar

diversas substancias potencialmente toxicas. A partir dessas avaliagdes, a United Nations
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Environment Program (UNEP), juntamente com a World Health Organization (WHO) e a
United States Environmental Protection Agency (USEPA) desenvolveram um estudo conjunto
abordando a aplicabilidade de sistemas-teste vegetais para o monitoramento e triagem de
contaminantes ambientais (GRANT, 1982; 1999; MA, 1999).

A espécie A. cepa ¢ considerada um excelente bioindicador na avaliagdo da
citogenotoxicidade de compostos toxicos e de amostras ambientais, por reunir interessantes
caracteristicas, como cromossomos grandes e em numero reduzido (2n=16), o que favorece a
visualizacao das possiveis alteracdes do ciclo celular. Além disso, ¢ um teste de resposta
rapida, de facil manuseio e baixo custo (LEME, MARIN-MORALES, 2009). Os ensaios com
A. cepa também s3o considerados muito preditivos para avaliagdo de toxicidade, pois
apresentam boa correlagdo com efeitos observados em outros organismos, como, por exemplo,
em células de mamiferos. Esta modalidade de ensaio também permite avaliar e descrever os
efeitos adversos de compostos quimicos, por meio da observacdo de aberragdes
cromossdmicas (PALMIERI et al., 2016; CABUGA JR et al., 2017).

Diferentes estudos tém utilizado o ensaio de 4. cepa como uma metodologia bastante
eficaz para mensurar o potencial citogenotoxico e mutagénico de contaminantes ambientais.
Datta et al. (2018) utilizaram o ensaio de 4. cepa para avaliar os efeitos genotdxicos de solos
tratados com pesticidas; Sommaggio et al. (2018) avaliaram a degradabilidade e a diminuigao
da toxicidade de lodo de esgoto bioestimulado com bagaco de cana-de-agucar; Yadav et al.
(2019) avaliaram a citotoxicidade e genotoxicidade de aguas residuais de cortume; e Alderete
(2020) investigaram a toxicidade e mutagenicidade de efluente sintético contaminado com

corante azo, apds exposi¢ao a tratamento por processos oxidativos avangados.

3.6.2 Lactuca sativa

Dentre os ensaios que utilizam plantas superiores, o teste com L. sativa ¢ um dos mais
utilizados e bem avaliados. A espécie L. sativa ¢ um modelo vegetal recomendado
internacionalmente por varias organizagdes internacionais para avaliar e monitorar efeito
ecotoxicologico de poluentes ambientais (OECD, 1984; ISO, 1995; USEPA, 1996). Os ensaios
com esse bioindicador, além de ser de facil realizagdo, permitem a obtencao de resultados em

curto espacgo de tempo (CHARLES et al., 2011; PARK et al., 2016).
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A avaliacdo desse ensaio ¢ macroscoOpica, pois ¢ feita pela observagdo da inibi¢do da
germinagdo de sementes e pela medicdo do alongamento das radiculas e do hipocétilo
(ARAGAO et al., 2015).

Os parametros germinacao de sementes, alongamento da radicula e do hipocétilo,
obtidos com o bioindicador L. sativa, foram utilizados por Chan-Keb et al. (2018), para avaliar
a fitoxicidade da 4dgua e do extrato aquoso de sedimentos do rio Champoton, localizado na
cidade de Campeche, México. Kim, Min e Kim (2018) avaliaram, por meio de ensaios com L.
sativa, a atividade fitotoxica da aplicagdo simultanea de fosforo (P) e ferro (Fe) em solo

contaminado com arsénio (As).

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Experimento de inumacio

O experimento de inumagdo foi realizado no Jardim Experimental da Universidade
Estadual Paulista — UNESP, campus Rio Claro/SP, Brasil (lat 23°23°47”’S e long 47°32°4170).
Para a simulacao de sepultamento, foi utilizada uma carcaga suina recém-abatida, pesando
cerca de 11 kg, obtida em um abatedouro local licenciado, portanto, ndo exigindo aprovagao
ética.

A carcaca utilizada neste ensaio foi disposta verticalmente em uma estrutura cilindrica

de ago galvanizado, de 2 m de altura por 0,5 m de didmetro, conforme Figura 1 — A.
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Figura 1: Local do experimento. A: Estrutura de ago utilizada para o experimento de
inumacdo da carcaga suina e identificagdo dos pontos de coleta (P1, P2, P3 E P4); B:
carcaga suina disposta na estrutura; C: imagem aproximada de uma das “janelas” de

coleta. Fonte: Registrado pela propria autora.

A tubulacdo foi vedada em sua base, para impedir o extravasamento de qualquer
material derivado da putrefacdo para fora do sistema e, consequentemente a contaminag¢ao do
solo ou o lencol fredtico do local. O fundo da tubulagdo foi revestido com uma camada, de
aproximadamente 20 cm, de esferas de vidro com 20 mm de diametro, para simular a regiao
de granulacdo do solo e também para facilitar o escoamento dos possiveis liquidos
necrochorume gerados durante processo de putrefacdo. Logo acima da camada de esferas de
vidro foi iniciada a colocagdo do solo referéncia (coletado no Jardim Experimental da UNESP
do campus de Rio Claro/SP), até preencher cerca de 1,5 m da altura do tubo. Por fim, a carcaca

foi disposta na parte apical da estrutura e recoberta com cerca de 0,50 cm do mesmo solo.
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O tubo possui “janelas” ao longo de seu comprimento, que foram instaladas a cada 50
cm, totalizando 3 janelas (0,50, 1,0 e 1,5 m de distancia da base do tubo - Figura 1: P2, P3 e
P4), que foram usadas para a coleta de solo nas diversas profundidades da tubulacdo, que
representaram as diferentes distancias da carcaca em diferentes tempos da pecolagem. Na base
do tubo foi instalada uma torneira, para a coleta de eventuais substancias lixiviadas, porém os
produtos resultantes da decomposi¢do da carcaga percolaram até essa regido, fato que impediu
tal coleta.

A inumacgao da carcaca suina foi realizada em 14/08/2019. As coletas de solo foram
realizadas nos quatro pontos de coleta (P1- localizado na superficie do cilindro, portanto mais
préoximo da carcaga suina; P2 —a 1,5 m da base do cilindro; P3 —a 1m da base do cilindro; P4
—a 0,50 m da base do cilindro), em trés tempos distintos (T1: 26/08/2019, 12 dias apos a
inumagao; T2: 13/09/2019, 30 dias ap6s a inumagdo e T3: 12/11/2019, 90 dias apods a
inumacado). Juntamente com as amostras coletadas, foram realizados ensaios com o solo
referéncia (controle ambiental), cujos resultados foram comparados com os dos tratamentos.
A realizagdo do experimento em tubulagao foi uma forma de garantir a coleta criteriosa do

solo, nas diferentes etapas e tempos do processo de decomposi¢ao da carcaga.

4.2 Calculo do peso seco

Para a verificagdo do conteudo de 4gua presente nas amostras estudadas e preparo do
extrato aquoso, foi necessario calcular o peso seco dos solos amostrados. Primeiramente, foram
pesadas em placas de Petri 10 g de cada amostra que permaneceram em estufa a 105 °C por
24 h. Decorrido este periodo, as placas foram pesadas em balanga de precisdo. Esse processo
foi repetido, até que ndo houvesse mais variagdo no peso das amostras. Para evitar que as
amostras incorporassem a umidade do ambiente em sua massa, foi feito o seu resfriamento em
um dissecador. O calculo do contetido da agua existente na amostra foi feito pela diferenca

entre o peso inicial e peso registrado final. Esta etapa foi realizada em triplicata.

4.3 Obtencao do extrato aquoso (ABNT, 2004 — Norma NBR 10.006)

Os extratos aquosos das amostras dos solos, obtidos na simulagdo de decomposicdo
realizada com carcaca suina (Figura 1 - B) foram preparados misturando, em um béquer de
500 mL, 125 g de solo (considerando o peso seco das amostras) em 500 mL de agua destilada.

As solugdes foram agitadas continuamente, em baixa velocidade, por um periodo de 5 minutos.
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Apos 7 dias de decantagdo, as solugdes foram filtradas em membrana de 0,45 pm de porosidade

e os extratos aquosos obtidos foram utilizados nos bioensaios (Figura 2).

Figura 2: Extratos aquosos obtidos apos o periodo de decantacdo. Fonte: Registrado pela

propria autora.

4.4 Capacidade de retencao de agua do solo (WHC) (ABNT NBR ISO 11269 - 2:2014)
Para o célculo da capacidade maxima de retencdo de 4gua no solo (Water Holding
Capacity — WHC), os cadinhos foram preenchidos com solo e submersos em um recipiente
com agua a temperatura ambiente (nivel da dgua abaixo da borda dos cadinhos), por um
periodo de 2 h. Em seguida, foram mergulhados abaixo do nivel da 4gua, durante 1 h. Para
drenar a 4gua, os cadinhos foram colocados em uma peneira sobre um recipiente, por 2h
(Figura 3). Ao final, as amostras foram colocadas em estufa a 105 °C, até obter massa
constante. A capacidade de retengdo de agua foi entdo calculada como a porcentagem de massa
seca. Esta etapa foi realizada em triplicata, sendo estabelecida para os testes WHC (70%).
Para a realizagdo deste ensaio, o tubo e papel de filtro recomendado pela norma foi
substituido por cadinhos com pedra porosa de porosidade 1 (100-160 um), processo esse

também indicado pelo ensaio.
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C

Figura 3: Obtencdo da capacidade maxima de retencdo de dgua.
A: drenagem da agua; B: pesagem da amostra; C: cadinhos
utilizados para o calculo da WHC. Fonte: Registrado pela propria

autora.

4.5 Teste de germinacao e alongamento radicular e de hipocotilo em Lactuca sativa

O bioensaio com L. sativa foi realizado com sementes da variedade Grand rapids (Isla).
Para este ensaio, foram expostas a germinagdo 20 sementes de L. sativa por placa de Petri
preenchidas com dois tipos de amostras: 30 g de solo obtidos no processo de decomposicao da
carcaca suina e papéis de filtro embebidos com 4 ml dos extratos aquosos obtidos das amostras
de solo. As placas foram incubadas em BOD por 120 h, a uma temperatura de 22 +/- 2 °C, sem
fotoperiodo. O controle negativo (CN) foi realizado com 4gua destilada, o controle ambiental
(CA) com solo referéncia e o controle positivo (CP) com sulfato de zinco heptaidratado
(0,005M - ZnSO47H>0). O ensaio foi realizado em triplicata ¢ de maneira inteiramente
cazualizada. Ap6s o periodo de incubagdo, foram contabilizadas as sementes germinadas, para
a obtencdo da porcentagem de germinacdo (relacdo entre o nimero de sementes

germinadas/total de sementes dispostas por placa x 100).
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Para a andlise de alongamento, foram aferidos, com o auxilio de um paquimetro digital,
os comprimentos das radiculas e dos hipocétilos, de todas as sementes germinadas. Os
resultados destas andlises foram utilizados para estimar o crescimento radicular e do
hipocotilo. Os dados foram avaliados usando o software STATISTICA 7.0 para as analises de
normalidade e homogeneidade de variancia, por meio dos testes de Shapiro-Wilk e teste de
Levene, respectivamente. Para a andlise de significancia das diferencgas registradas para a
germinagdo, comprimento da radicula e do hipocotilo e, foi utilizado o teste nao paramétrico

de Mann-Whitney (p<0,05), pelo programa estatistico GraphPad Prism 8 (versao 8.0.1).

4.6 Ensaio com o organismo teste Allium cepa

Para os ensaios de 4. cepa, 100 sementes, da variedade Baia periforme (Isla), foram
dispostas em placas de Petri preenchidas com, aproximadamente, 30 g de solos, assim como
no ensaio com L. sativa, porém o volume utilizado do extrato aquoso foi de 5 ml. Os
tratamentos controles foram realizados em 4gua destilada (Controle Negativo — CN), em solo
referéncia usado para preencher a tubulacao de ago descrita anteriormente (controle ambiental
—CA), em Trifluralina (na concentragao de 0,84 mg/L) para o controle positivo (CP). As placas
foram incubadas em BOD por 5 dias, a uma temperatura de 22 +/- 2 °C, com fotoperiodo de
12 h.

Ap0s a germinagao, as radiculas com cerca de 2,0 cm de comprimento foram coletadas
e fixadas em Carnoy (etanol: acido acético glacial, 3:1, v/v), por um periodo de 6 horas, em
temperatura ambiente. Apds este tempo, foi realizada a troca do fixador por um recém-
preparado, para posterior armazenamento das raizes a 4 °C, até a sua utilizagdo na confec¢do

das laminas.

4.7 Teste de Aberra¢oes Cromossomicas e de Micronucleos em células meristematicas
Os testes de Aberragdes Cromossomicas (AC) e de Micronucleos (MN), realizados
com células meristematicas de radiculas de A. cepa, foram realizados de acordo com o
protocolo estabelecido por Grant (1982), com algumas modificagdes. As raizes fixadas
passaram por trés banhos de 3 minutos em agua destilada, para a retirada do excesso do fixador;
hidrolisadas a 60 °C em HCI 1N por 10 minutos e submetidas a reacdo de Schiff por 2h. Em
seguida, as radiculas coradas foram lavadas em banhos consecutivos de dgua destilada, até a

retirada do excesso do reativo de Schiff. Na sequéncia, as radiculas foram dispostas em laminas
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onde os meristemas radiculares foram seccionados. Por fim, foi colocada uma gota de carmim
acético (2%) e os meristemas recobertos com laminula e suavemente esmagados (um
meristema/lamina). As laminulas foram extraidas em nitrogénio liquido e as laminas
permanentes montadas com resina sintética, para serem, posteriormente, analisadas sob

microscopia de luz.

4.8 Analise dos resultados

Para andlise dos resultados do teste de AC, foram considerados diferentes tipos de
aberragdes, como, perdas, quebras, pontes, aderéncias cromossdmicas, entre outros, que foram
observados durante as fases de divisdo celular (profase, metafase, anafase, telofase). Como
endpoint de genotoxicidade, foram consideradas todas as aberragdes cromossdmicas
encontradas, exceto as quebras cromossomicas.

A presenca de quebras cromossomicas ¢ de MN serviu como parametro de
mutagenicidade. O indice mitotico (IM), obtido pela razdo do niimero de células em divisao
sobre o numero total de células analisadas, constituiu o parametro de citotoxicidade das
amostras.

Os parametros citados foram obtidos pela contagem de cerca de 500 células por lamina,
para um total de 12 ldminas avaliadas/tratamento, totalizando cerca de 6.000
células/tratamento, o que totalizou 432 laminas analisadas. Os dados foram avaliados usando
o software STATISTICA 7.0 para as analises de normalidade e homogeneidade de varidncia,
por meio dos testes de Shapiro-Wilk e teste de Levene, respectivamente. As andlises
estatisticas foram realizadas pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney (p<0,05), pelo
programa estatistico GraphPad Prism 8 (versdo 8.0.1), conforme sugerido por Mazzeo e Marin-

Morales (2015) e de Moraes Cunha Gongalves et al. (2020).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do presente trabalho estdo apresentados na forma dos seguintes artigos:
Artigo 1: Aminas biogénicas envolvidas em processos putrefativos nio morrem com a

gente

Artigo 2: Avaliacio da fitotoxicidade e citogenotoxicidade de solo: Uma simula¢io dos
impactos da decomposicio cadavérica
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Artigo 1: Aminas biogénicas envolvidas em processos putrefativos nio morrem com
gente

Leticia Rosa De Souza' 2, Maria Aparecida Marin-Morales" 2

' Programa de Poés-Graduacdo em Biologia Celular, Molecular e Microbiologia,
Universidade Estadual de Sao Paulo, Rio Claro, SP, (Brasil);

2 Departamento de Biologia, Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual Paulista, Rio
Claro, SP (UNESP).

RESUMO

Aminas biogénicas sao substancias organicas comumente encontradas em plantas e animais
que, muitas vezes, persistem também nos alimentos. Elas sdo geradas por processos de
descarboxilacdo de aminodacidos livres. Apesar de muitas delas serem essenciais para
diversos processos fisiologicos do organismo (viabilidade celular, sintese de proteinas,
replicacdo de DNA, dentre outros), o seu consumo excessivo, quando presentes em
alimentos em putrefagdo, representa um risco a satide humana, devido ao seu potencial
toxico. Além da importancia de seu estudo na area de alimentos, as aminas biogénicas
também estdo relacionadas ao processo de decomposicao de corpos, sendo componente de
um dos seus principais produtos, o necrochorume. Aminas biogénicas toxicas, como a
cadaverina e putrescina, estdo presentes neste liquido, que € considerado uma das principais
fontes poluidoras da atividade cemiterial. Devido aos efeitos nocivos ja comprovados das
aminas biogénicas a satude, junto a sua relevancia no processo de decomposi¢do de corpos e
a escassez de estudos na area ambiental, o presente artigo de revisdo tem como objetivo
sintetizar informagdes sobre a sua estrutura, caracterizagao e classificacdo quimica; origem
e biossintese; importancia em processos bioldgicos; toxicologia e riscos para satide humana;
comprometimento da qualidade ambiental; metodologias de deteccdo e quantificacdo e suas

possiveis relacdes com processos carcinogénicos.

Palavras-chave: cadaverina, contaminagdo ambiental, decomposicio de corpos,

necrochorume, poliaminas, putrescina, toxicologia alimentar.
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ABSTRACT

Biogenic amines are organic substances commonly found in plants and animals that often
persist in foods as well. These compounds are generated by free amino acid decarboxylation
processes. Although many of them are essential for various physiological processes in the
body (cellular viability, protein synthesis, DNA replication, among others), their excessive
consumption, when present in putrefying foods, represents a risk to human health, due to its
toxic potential. In addition to the importance of its study in the food area, biogenic amines
are also related to the body decomposition process, being one of the main components of
the necroslurry. Toxic biogenic amines, such as cadaverine and putrescine, are present in
this liquid, considered one of the main polluting sources of cemeteries. Due to the already
proven harmful effects of biogenic amines on health, combined with their production in the
process of decomposition of bodies and the lack of studies in the environmental area, this
review article aims to synthesize information about their structure, characterization and
chemistry classification ; origin and biosynthesis; importance in biological processes;
toxicology and risks to human health; impacts on environmental quality; detection and

quantification methodologies and its possible relationships with cancerous processes.

Keywords: cadaverine, cemetery leachate, decomposition of bodies, environmental

contamination, food toxicology, polyamines, putrescine,
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1 INTRODUCAO

Aminas biogénicas sdo substancias nitrogenadas basicas, de estruturas alifaticas,
aromaticas ¢ heterociclicas (LORENZO et al. 2007, NAILA e al. 2010), ndo volateis e de
baixo peso molecular, derivadas da atividade de enzimas que descarboxilam aminoacidos
livres (GOMES et al., 2014; REGO et al.,, 2014; FEDDERN et al., 2019). As aminas
biogénicas também podem ser formadas e degradadas durante o metabolismo celular de
animais, plantas e microrganismos, principalmente pela descarboxilagdo térmica de
aminoacidos, mas também por aminacdo e transaminacdo de aldeidos e cetonas (TEN
BRINK et al., 1990; AHMAD et al., 2020).

As aminas biogénicas, em condigdes fisiologicas, estdo diretamente relacionada a
importantes funcdes bioldgicas, dentre elas, as sinteses de proteinas, hormodnios e acidos
nucleicos. Elas também auxiliam no crescimento e diferenciagcdo celular, manuten¢ao da
temperatura corporal e pressdo arterial, regulam a expressdo génica, influenciam na
estabilidade da membrana plasmatica, na resposta ao estresse € na senescéncia, além de
atuarem, sobretudo, como neurotransmissores (NUNEZ; DEL OLMO; CALZADA, 2015;
WOICIK; EUKASIEWICZ; PUPPEL, 2021). Em vegetais participam do processo de
floragdo, desenvolvimento do fruto, resposta ao estresse e sintese de metabolitos secundarios
(SANCHEZ-PEREZ et al., 2018).

Apesar de serem imprescindiveis em diversos processos fisiologicos especificos, as
aminas biogénicas sdo consideradas biomoléculas toxicas, que podem induzir efeitos
adversos a saude. Tais efeitos podem ser constatados apos ingestao demasiada de alimentos
contaminados ou pela inibicdo de mecanismos catabolicos (SHALABY, 1996;
BENKERROUM, 2016).

Os alimentos de origem animal sdo naturalmente ricos em aminodacidos livres,
portanto passiveis de se contaminarem por aminas biogénicas. Em carnes e peixes, por
exemplo, o teor de aminas biogénicas aumenta, apds a morte do animal, devido a agdo de
uma elevada quantidade de enzimas proteoliticas presentes no trato intestinal, que
promovem a destrui¢ao das células (SMITH; TAPIA-SALAZAR; RICQUE-MARIE, 2000;
VINCI; ANTONELLI, 2002).

As transformagdes quimicas que ocorrem em processos de decomposicdo de
cadaveres, embora envolva reagdes mais complexas, se assemelham muito aos processos de

putrefacao de alimentos, pois também promovem quebra de proteinas, carboidratos e
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lipidios (SABUCEDO; FURTON, 2003). Os subprodutos intermediarios da protedlise sdo
as aminas biogénicas (STUART, 2013; NOLAN et al., 2020a). Nessa classe quimicas, se
destacam as aminas cadaverina e putrescina, que sdo também constituintes do liquido
formado durante a decomposi¢do cadavérica, denominado de necrochorume (KEMERICH
et al., 2014; NOLAN et al., 2020). Ambas as aminas estdo relacionadas com o potencial
toxico e o odor fétido caracteristico dos processos putrefativos e, por serem carreadas por
percolacao do necrochorume, estdo, geralmente, presentes em solos onde existem corpos em
decomposicao (GILL-KING, 1999; FORBES, 2008; IOAN et al., 2017). Tais compostos
sdo capazes de causar impactos, que sdo mais perceptiveis nas zonas mais aeradas e
superficiais do solo (zonas vadosas) ou em aquiferos de areas contiguas aos cemitérios
(DENT; FORBES; STUART, 2004; IDEHEN; EZENWA, 2019; NECKEL et al., 2017;
ZYCHOWSKI, 2012).

Em vista da necessidade de mais estudos sobre os impactos das aminas biogénicas
em ambientes onde ocorre a putrefacdo de corpos, como os cemitérios, a presente revisao
tem como objetivo levantar informagdes gerais e relevantes sobre estes compostos, em
diferentes areas do conhecimento. Serdo abordadas neste revisdo as principais aminas
biogénicas (histamina, tiramina, cadaverina, putrescina, espermidina, espermina,
feniletilamina, triptamina e agmatina) relacionadas a processos de putrefagdo de alimentos
e decomposicao de corpos, além de aspectos que possam contribuir para um melhor
conhecimento desses compostos, quanto as suas estruturas, caracterizagoes e classificacao
quimica; sua origem e biossintese; importancia em processos bioldgicos; toxicologia e
riscos para saude humana; metodologia de detec¢do e quantificagdo; e suas possiveis

relagcdes com processos carcinogénicos.

2  MATERIAIS E METODOS
As aminas biogénicas (histamina, tiramina, cadaverina, putrescina, agmatina,
espermidina, espermina, feniletilamina e triptamina) descritas neste estudo foram
selecionadas de acordo com sua relevancia em diferentes areas de conhecimento, como:
toxicologia alimentar, tafonomia, ciéncia forense e contaminagdo ambiental de cemitérios.
O levantamento das informagdes foi realizado em bases de dados cientificos

disponiveis, como PubMed, SciELO, Google Scholar, NCBI, Springerlink e Elsevier.
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3 CLASSIFICACAO E CARACTERIZACAO DAS AMINAS BIOGENICAS

Em termos de origem ou sintese, as aminas biogénicas sdo subdivididas em dois
grupos: as de formacdo endogena ou exdgena. No primeiro grupo (endogenas), estdo as
pequenas aminas alifaticas putrescina, agmatina, espermidina e espermina, derivadas do
aminodcido ornitina, e a agmatina, derivada da arginina. Essas aminas recebem o nome geral
de poliaminas. As poliaminas s3o formadas em processos fisioldgicos celulares de todos
tecidos organicos e desempenham papéis importantes como neurotransmissores, €
reguladores da expressdo génica; bloqueadores de canais i0nicos de célcio e reguladores de
apoptose; proliferacdo, crescimento e diferenciacdo celular; secrecdes gastricas; resposta
imune, processos inflamatorios, psicoativo e vasoativo. Também estdo presentes em
alimentos como carnes, peixes e frutas. J4 no segundo grupo (exdgenos), sao classificadas
com o nome genérico de aminas biogénicas que sdo formadas pela descarboxilagdao de
aminoacidos livres (SANTOS, 1996; CASERO; MARTON, 2007; LARQUE et al., 2007;
NUNEZ; DEL OLMO; CALZADA, 2015; OZCELIK; TEMEL; KALE, 2020).

As aminas biogénicas podem ser classificadas quanto ao o numero de grupamentos
amina e quanto a sua estrutura quimica. Quanto ao niimero de grupos amina na molécula,
elas podem ser classificadas como: monoaminas (tiramina e feniletilamina), diaminas
(histamina, triptamina, putrescina e cadaverina) e poliaminas (agmatina, espermidina e
espermina) (CASERO; MARTON, 2007; LARQUE et al., 2007). De acordo com a sua
estrutura quimica, as aminas biogénicas podem ser do tipo: alifaticas (putrescina,
cadaverina, espermidina e espermina, agmatina), aromaticas (tiramina e feniletilamina) e
heterociclicas (histamina e triptamina) (BOVER-CID et al., 2014; FEDDERN et al., 2019).
A nomenclatura de cada amina biogénica estd associada ao seu aminodacido precursor

(BOVER-CID et al., 2014), como apresentado na Figura 1 a seguir:
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Figura 1: Esquema de formagdo de aminas biogénicas a partir de seus aminoacidos precursores. Caixa verde:

aminoacidos precursores das aminas biogénicas. Caixa azul: aminas biogénicas formadas pelo processo de

descarboxilagdo de aminoacidos livres. Fonte: Elaborado pela propria autora (2021).

No quadro 1 estdo apresentados os nomes de cada amina descrita neste trabalho,

seguido de suas estruturas quimicas e formulas moleculares.



Quadro 1 Informagdes gerais sobre as aminas biogénicas (AB): Histamina
(HIS), Tiramina (TIR), Cadaverina (CAD), Putrescina (PUT), Espermidina
(EPD), Espermina (EPM), Feniletilamina (FEA), Triptamina (TRI) e
Agmatina (AGM).

Formula
AB Estrutura quimica
molecular
NH2
N
HIS ( \ C5H9N3
N
H

NH2
TIR /@/\/ C8H11NO
Ho

CAD CsH14N2
HQN’/\/\\/\ nH2

PUT C4H12N2

EPD NH2 C7HI19N3

EPM NH s W NH2 C10H26N4
HZN/\/\NH/\/\/

NH2
FEA @f\/ CsH1IN

TRI \ C10H12N20

AGM HQN/\/\/NYNHZ CsH14N4

NH2

Fonte: Elaborado pela prépria autora (2021).
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4 FORMACAO DAS AMINAS BIOGENICAS
4.1 Alimentos

Conforme citado anteriormente, as aminas biogénicas sao resultantes de processos
de descarboxilagdao de aminodacidos livres, promovidos por enzimas produzidas por cepas de
microrganismos especificos, representados, principalmente, por bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas. Estes compostos podem ser encontrados em uma ampla diversidade de
alimentos e bebidas (carnes, peixes, frutos do mar, queijos, vegetais, vinhos e cervejas). Sua
formacdo pode estar relacionada a varios fatores, como a qualidade da matéria-prima, os
microrganismos presentes e as condi¢des de processamento e armazenamento do alimento
(SMITH; TAPIA-SALAZAR; RICQUE-MARIE, 2000; RUIZ-CAPILLAS; HERRERO,
2019).

Durante o processo de putrefacao dos alimentos, os microrganismos ali presentes
podem produzir, por metabolizacdo das proteinas, uma elevada quantidade de aminas
biogénicas. (STADNIK; DOLATOWSKI, 2010). Isso acontece porque a proteodlise,
promovida pelas enzimas autdctones e microbianas, libera uma grande quantidade de
aminoacidos precursores das aminas. Esses aminoacidos livres, acidificam ligeiramente o
meio, permitindo a acdo das bactérias lacticas, que dominam nos primeiros estadgios da
putrefacdo (LORENZO et al., 2016). Dentre os fatores que mais contribuem para o
desenvolvimento destes microrganismos estdo os relacionados, principalmente, com as
condigdes sanitarias do ambiente onde se encontram os alimentos (RUIZ-CAPILLAS;
HERRERO, 2019; WOJCIK; LUKASIEWICZ; PUPPEL, 2021).

Muitos dos microrganismos capazes de produzir aminas biogénicas por
descarboxilagcdo pertencem aos géneros Listeria, Salmonella, Klebsiella, Enterococcus,
Escherichia, Bacillus, Morganella, Enterobacter, Photobacterium, Shewanella, Vibrio e
Staphylococcus. Neste processo, também sdo destacadas algumas espécies de bactérias
laticas, como Lactobacillus fuchuensis, Lactococcus piscium, Leuconostoc gelidum e
Carnobacterium alterfunditum (SANTOS, 1996; COTTER; HILL, 2003; STADNIK;
DOLATOWSKI, 2010; KULEY et al., 2012).

O fator que mais influencia na formagdo de aminas biogénicas em alimentos, ¢ a
temperatura em que eles sdo armazenados. Em temperaturas baixas, hd uma inibi¢do do
crescimento bacteriano, que leva a uma redugdo na presenca de enzimas proteoliticas do

meio € uma consequente diminuicdo na formacdo dessas aminas (NAILA et al., 2010;
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AHMAD et al., 2020). As temperaturas que mais favorecem a produgdo de aminas
biogénicas, por atividade microbiana, sdo as que estdo entre 20 a 37 °C. Ja as temperaturas
que mais inibem, sdo as que estdo abaixo de 5 °C e acima de 40 °C (KAROVICOVA;
KOHAJDOVA, 2005).

Além da temperatura, outros fatores como pH, umidade, suprimento de oxigénio,
procedéncia do alimento, técnicas de producdo, conservantes, aditivos quimicos, também
podem influenciar na formagao das aminas biogénicas que se estabelecem nos alimentos. O
pH ¢ o fator que mais afeta a descarboxilacao dos aminoacidos. Em condig¢des de baixo pH,
os microrganismos produzem mais descarboxilase, como parte de seu mecanismo protetor
contra a acidez do meio (VISCIANO et al., 2012; OZOGUL; HAMED, 2018).

A deteccao de aminas biogé€nicas em alimentos ¢ muito importante, pois so pelo fato
de estarem presentes nos produtos alimenticios, elas ja oferecem informagdes sobre a
qualidade e, consequentemente, dos possiveis perigos da ingestdo desses produtos (EKICI;

OMER, 2020).

4.2 Processo putrefativo de corpos

O processo de decomposicao de corpos apresenta duas principais fases, a autdlise e
a putrefacdo. A primeira fase, consiste na autodestruicdo celular por atividade enzimatica.
Esse processo se inicia quando se estabelece uma auséncia de oxigénio no meio celular
(anoxia), fator esse que leva a perda da estrutura da membrana (autolise). Esse processo €,
primeiramente, observado nas células com maior atividade metabdlica (GALLOWAY etal.,
1989). A auséncia de oxigénio favorece a ocorréncia microrganismos anaerobios, como
Bacteroides e Clostridium, presentes no trato gastrointestinal e respiratorio (SWANN et al.,
2010, HAU et al., 2014; IOAN et al., 2017).

O processo putrefativo pode ser divido em cinco estagios: fresco, decomposi¢ao
inicial, decomposicao avangada, esqueletizacdo e decomposicao extrema. A duragdo de cada
um desses estadgios pode estar relacionada, diretamente, com as caracteristicas do proprio
corpo e do ambiente adjacente. Com relacao aos fatores de interferéncia corpérea, destacam-
se o conteudo gastrico, as vestimentas do cadaver, as dimensdes corporais, bem como a
causa da morte (VASS et al., 2002; PINHEIRO, 2005). Dentre as caracteristicas ambientais,
as mais relevantes para as transformacdes quimicas do processo de putrefagdo sdo a

temperatura, a umidade, o pH e a composic¢ao do solo (VASS et al., 2008; PACZKOWSKI;
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SCHUTZ, 2011). No Quadro 2 esto apresentados os estagios e as caracteristicas das cinco

fases do processo de putrefacdo citados.

Quadro 2 Fases da putrefacao e suas caracteristicas.

Fase

Caracteristicas gerais

Periodo

de decomposicio

Fresca

Decomposicao inicial

Decomposi¢do avangada

Esqueletizagdo

Decomposi¢do extrema

Sem atividade da entomofauna cadavérica; minimas
mudancas macroscdpicas no corpo.

Mudanga da colorag@o corporal para tons de cinza e verde;
inchaco devido ao acimulo de gas no abdoémen;

Intensa atividade de insetos; forte odor; liberacdo de
material cadavérico (necrochorume).

Ossos com tecido dessecado ou tecido mumificado, que

recobrem menos da metade do esqueleto;

Inicio da destrui¢do dos remanescentes 0sseos.

Em até 3 dias.

A partir de 1 semana.

A partir de 3 semanas.

De 1 a 6 meses.

De alguns meses a anos.

Fonte: Galloway (1989).

Como descrito no Quadro 2, o estdgio de decomposi¢do avancada conta com a

intensa atividade de insetos pois, nesta fase, os produtos da putrefacdo, como as aminas

biogénicas, sdo mais perceptiveis para esses organismos, que sao atraidos pelos odores fortes

exalados pelo necrochorume (VASS et al., 1992). O necrochorume liberado se acumula ao

redor do corpo, criando uma ilha de decomposicao (Cadaver Decomposition Island - CDI),

momento este em que se intensifica a lixiviagdo dos fluidos corpdreos para o solo (GOFF,

2009). E nesta fase também que ocorrem as transformagdes quimicas dos elementos

proteicos, por processos proteoliticos. As proteinas hidrolisam-se em proteoses, peptonas,

polipepitideos e por fim, em aminodcidos (SABUCEDO; FURTON, 2003). Os aminoacidos,

por sua vez, sofrem descarboxilagdo, resultando na produ¢do de aminas biogénicas, como a

cadaverina,

putrescina,

tiramina, triptamina, histamina,

espermidina,

espermina,

feniletilamina e agmatina (STADLER et al., 2013). A histamina e a feniletilamina estao

relacionadas com a formagdo de gases metano e didoxido de carbono, enquanto que a

cadaverina e putrescina exalam o cheiro caracteristico de corpos em putrefacdo (WISMAN;

SHIRIRA, 2015; NOLAN et al., 2020b).
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Perante o exposto, os cemitérios apresentam risco em potencial ao meio ambiente e
a populacdo, principalmente para trabalhadores do local e para a populag¢do que vive em seu
entorno, por serem locais onde corpos humanos sofrem diversas transformagdes, mediantes
aos processos putrefativos, gerando uma série de contaminantes que podem ser carreados
do solo para aquiferos subterraneos (OLIVEIRA et al., 2012). Dentre esses compostos, se
encontram as aminas biogénicas (STUART, 2013).

Instalagdes inadequadas, mal gerenciamento e auséncia de tratamento dos efluentes
ou produtos liberados (necrochorume) durante o processo de decomposicao cadavérica, que
acontecem nas necrdpoles, acentuam ainda mais os riscos inerentes a esses ambientes

(NECKEL et al., 2017).

5 ASPECTOS TOXICOLOGICOS DAS AMINAS BIOGENICAS E SEUS RISCOS
A SAUDE HUMANA

As aminas biogénicas sdo compostos organicos que podem estar presentes em
alimentos. Esse tipo de contaminagdo tem despertado muita preocupagao e interesse de
estudo, devido ao seu alto potencial toxico das aminas. Contudo, os dados sobre o limiar de
toxicidade das aminas biogénicas para a espécie humana ainda sdo escassos e inconsistentes
devido a complexa relacdo existente entre esses quimicos e os individuos, uma vez que a
dose considerada toxica esta fortemente atrelada aos mecanismos de desintoxicagdo de cada

pessoa (ONAL, 2007).

5.1 Histamina

A histamina ¢ uma amina biogénica formada pela descarboxila¢do do aminoécido L-
histidina, pela enzima histidina-descarboxilase, quando as condi¢des de manuseio e
estocagem sao inadequadas, favorecendo a multiplicagdo de microrganismos descarboxilase
positivos (CARMO et al., 2010). Essa amina tem um papel fundamental no nosso
organismo, pois regula um grande numero de fungdes fisioldgicas de todos os Orgdos e
tecidos. Apresenta um papel essencial no sistema nervoso central (SNC), como
neurotransmissor ¢ neuromodulador (COMAS-BASTE et al., 2020); atua em processos

inflamatorios; anafilaxia; processos alérgicos; em determinados tipos de reacdes a droga; e
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regula a secrecdo gastrica (OBRINK, 1991; MORRIS, 1992; MITSUHASHI; PAYAN,
1992).

O relatério da European Food Safety Authority (EFSA, 2011) alerta que os niveis de
aminas biogénicas encontrados em alimentos comercializados podem representar um risco
para a satide do consumidor. Dentre as aminas biogénicas consideradas de alta toxicidade, a
histamina e a tiramina se destacam como as mais toxicas (SWIDER et al., 2020), o que as
tornam, portanto, de grande interesse para investigacao de seguranca alimentar (COMAS-
BASTE et al., 2020).

A histamina ¢ a principal amina envolvida em intoxicagdes relacionadas ao consumo
de peixes, em especial das familias Scombridae e Scomberesocidae, sendo considerada a
principal responsavel pelo chamado “envenenamento por escombrideo”. Estes peixes
possuem um nivel elevado do aminoacido histidina, o aminoacido livre precursor da
histamina, em seu tecido muscular (EFSA, 2011). Os sintomas mais comuns que
caracterizam o envenenamento por histamina estdo relacionados a diferentes sistemas
(gastrointestinal, respiratério e vascular) e desencadeiam um quadro de erupgdes cutaneas,
rubor, urticaria, baixa pressao arterial e cefaleias (LADERO et al., 2010a; VISCIANO et al.,
2014; COSTA etal., 2018).

A histamina ¢ uma amina biogénica que tem sido muito estudada nos ultimos anos,
quanto a sua relagdo com processos cronicos. Por ser um mediador de distarbios alérgicos,
o consumo dessa amina pode levar ao mesmo efeito. Como existem similaridades entre os
sintomas de uma possivel alergia alimentar aos de envenenamento por histamina, o
diagnoéstico médico pode ser induzido ao erro (PRESTER, 2011; SWIDER et al., 2020).

Embora a presen¢a de aminas biogénicas em alimentos seja um indicador de risco a
saude humana, as leis que estabelecem seus limites maximos de consumo ainda continuam
incipientes (DEL RIO et al., 2017). Para a histamina, somente foi estabelecido pela EFSA
(2011) o limite méximo para o consumo de peixes. O limite estabelecido para peixes do
grupo dos escombrideos foi estabelecido em 200 mg/kg, enquanto para outros produtos,
como molho de peixe, o limite maximo corresponde a 400 mg/kg. A Food and Drug
Asministration (FDA) sugere que a concentragcdo de 500 mg/kg de histamina em peixes ja
apresenta uma ameaga, em potencial, a saide humana (FDA, 1996; 2001).

Diante dos riscos potenciais da histamina, outros paises também estabeleceram

limites legais para o consumo dessa amina em alimentos. Na Australia (AUSTRALIAN
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FOOD STANDARDS CODE, 2001), o limite para consumo humano foi determinado em
20 mg/100 g. Na Africa do Sul (SOUTH AFRICAN BUREAU OF STANDARDS, 2001) e
no Brasil (BRASIL, 2007), foi estipulado o consumo de 10 mg/100 g. A especificacao destes
limites sdo de extrema importancia para a saude do consumidor, pois pode prevenir o

consumo abusivo de alimentos improprios e possiveis casos de intoxicagdo (COSTA et al.,

2018).

5.2 Tiramina

A tiramina ¢ uma amina primaria obtida pela descarboxilagdo do aminoacido
tirosina. Essa amina é um inibidor da colinesterase, um neurotransmissor de sistemas
nervosos de vertebrados e de alguns invertebrados, além de atuar na liberagdao de
catecolaminas. E um composto simpatomimético indireto que, embora nio ative receptores
adrenérgicos, pode ser substrato para sistemas de captacdo adrenérgicas e da monoamina
oxidase (MAO), enzima responsavel pela degradacao da tiramina (CHEBI, 2020).

Essa amina ¢ encontrada em bebidas e alimentos fermentados, como queijo e vinho.
Alimentos com altas concentragdes de tiramina, mais especificamente o queijo, podem,
quando consumidos, provocar a intoxicacdo conhecida como “Reacdo do queijo” (PEGG,
2013; BENKERROUM, 2016). Entretanto, altos niveis de tiramina também foram
identificados em outros alimentos, como carnes e seus derivados. Os sintomas tipicos de
intoxicacdo por essa amina biogénica envolvem cefaleias e enxaqueca, problemas
gastrointestinais, taquicardia e eleva¢ao do agucar no sangue. A tiramina também promove
um aumento da pressdo arterial, pois estd ligada a eje¢do de noradrenalina do sistema
Nnervoso simpatico (BARDOCZ, 1995; ZAMAN et al., 2009; KALAC, 2014).

De acordo com as recomendagdes propostas pela EFSA, a ingestao didria de tiramina
ndo deve ultrapassar 800 mg/kg. J4 o valor considerado téxico para esta amina nos
alimentos, equivale a 1080 mg/kg (EFSA, 2011).

Estudos sobre os efeitos sinérgicos da histamina e tiramina, realizados por del Rio et
al. (2017) com linhagem celular de adenocarcinoma colorretal humano, mostraram que essa
interacdo foi citotoxica para essas células. Os resultados mostraram que a histamina, em
concentragdes abaixo do limite minimo proposto, aumentou a toxicidade da tiramina,
mesmo em concentracdes possiveis de serem encontradas em alimentos. Linares et al.

(2016) também avaliaram a citotoxicidade in vitro de tiramina e histamina e concluiram que
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ambas as aminas sdo toxicas para células intestinais, nas concentragdes encontradas em
alimentos. Entretanto, os modos de a¢do destas aminas foram distintos, pois a tiramina

causou a necrose das células, enquanto a histamina induziu a apoptose celular.

5.3 Cadaverina e Putrescina

Entre as aminas biogénicas derivadas da decomposi¢do de tecidos biologicos,
encontra-se a diamina alifitica cadaverina, que ¢ produzida pela descarboxilacdo do
aminoacido lisina, pela enzima lisina descarboxilase (HAWEL et al., 1994). Em
concentragdes fisiologicas, essa diamina participa de diversos processos celulares, como
crescimento celular, divisdo celular, transcrigdo, tradugdo e processos de morte celular. As
cargas positivas dessa amina permitem ainda uma interacao com acidos nucleicos, lipidios
e proteinas, afetando a estabilidade dessas moléculas (HASSAIN et al., 2011).

A putrescina ¢ uma poliamina formada a partir do aminoacido ornitina, por uma
reacdo catalisada pela enzima ornitina descarboxilase. A ornitina, por sua vez, ¢ originada
da clivagem do aminoacido arginina, por uma reacao catalisada pela arginase (MORGAN,
1998). A putrescina ¢ uma amina muito importante nos processos fisiologicos por se tratar
de uma molécula precursora de outras duas poliaminas, a espermidina e a espermina, ambas
importantissimas no processo de proliferagdo celular (SVENSSON, 2012).

A cadaverina e a putrescina sdo aminas biogénicas frequentemente relacionadas a
sua toxicidade indireta, pois ambas atuam como potencializadores dos efeitos toxicos da
histamina (SANTOS, 1996; SHALABY, 1996; RAUSCHER-GABERNIG et al., 2012).
Esta acdo potencializadora ocorre por meio da inibi¢do competitiva das enzimas
desintoxicantes, diamina oxidase e histamina N-metiltransferase, presentes no processo de
catabolismo oxidativo da histamina (STRATTON; HUTKINS; TAYLOR, 1991; BULUSHI
et al., 2009). A potencializagdo do efeito toxico da histamina, pela acdo de cadaverina e
putrescina, também pode ser explicada pelo fato destas aminas facilitarem a passagem da
histamina pelo intestino delgado, expandindo sua taxa de absor¢do na corrente sanguinea
(PAIK JUNG; BJELDANES, 1979; CHU; BJELDANES, 1981).

Informagdes sobre o potencial toxico de cadaverina e putrescina ainda sdo escassas.
Nao héd estudos disponiveis que avaliem a relacdo dose-resposta em humanos. Em
contrapartida, Til et al. (1997) estabeleceram o Nivel sem Efeitos Adversos Observado

(NOAEL) para cadaverina e putrescina em ratos Wistar, corresponde a 180 mg/kg de peso
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corporal/dia. Estudos realizados por Del Rio et al. (2019) avaliaram, em cultura de células
intestinais, a citotoxicidade da putrescina e cadaverina. Os resultados do estudo
demonstraram que ambas as aminas foram citotdxicas em concentragdes encontradas em
alimentos, embora o limiar de toxicidade para a cadaverina fosse o dobro da putrescina.
Foram observadas também inducdo de necrose celular para essas aminas.

Embora os efeitos farmacologicos da cadaverina e putrescina parecam menos
nocivos do que os da histamina e tiramina, o consumo destas diaminas tem sido relacionado
a diversos sintomas, dentre eles, débito cardiaco, paresia das extremidades, dilatagao
vascular, hipotensdo e bradicardia (LADERO et al., 2010b; EFSA, 2011; DEL RIO et al.,
2019).

5.4 Agmatina

A poliamina agmatina ¢ sintetizada a partir de seu precursor L-arginina, pela acdo
da enzima arginina descarboxilase mitocondrial (ADC) (LI et al., 1994; 1995). Essa
poliamina ¢ conhecida ha muito tempo pela sua presenga em bactérias e plantas, mas,
recentemente foi detectada em concentragdes muito baixas em todos os tecidos animais
estudados (GRILLO; COMBATO, 2004). A agmatina funciona como neurotransmissor
classico, podendo assim ser enquadrada como um novo neurotransmissor/ neuromodulador
no Sistema Nervoso Central (SNC), pois possui uma enzima responsavel por sua sintese e
outra pela sua degradacao; ¢ armazenada em vesiculas e liberada mediante exocitose
dependente de calcio (REIS; REGUNATHAN, 2000; RAASCH et al., 2001).

A agmatina pode ser encontrada principalmente em alimentos fermentados, em
concentragdes que podem variar de 5,5 mg/kg (pasta de soja) a 7,9 mg/kg (alguns produtos
carneos processados) (HERNANDEZ-JOVER et al., 1997; SHUKLA et al, 2010). Apesar
de ndo estar relacionada diretamente com efeitos toxicos (LAUBE; BERNSTEIN, 2017;
KRALJ CIGIC et al., 2020), a agmatina pode estar envolvida na formacio da putrescina,
amina biogénica conhecida pela sua toxicidade. Neste caso, a putrescina pode se originar
por meio de outra via bioquimica, pelo processo de desaminacao da agmatina, envolvendo
duas principais enzimas: agmatina desaminase e putrescina carbamoiltransferase (LU et al.,

2002, LANDETE et al., 2008).
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Estudos relataram que o microrganismo Lactobacillus hilgardii X1B, isolado de
vinho, ¢ capaz de produzir putrescina a partir da arginina. Nesta cepa, a formacdo de
putrescina a partir da arginina, envolve a formagao da agmatina e ornitina. De acordo com
a formagao de metabolitos da arginina, os resultados dos estudos apontam que a agmatina
pode contribuir para a producdo da putrescina (ARENA; MANDA DE NADRA, 2001;
ARENA et al., 2007).

5.5 Espermina e Espermidina

A poliamina espermidina ¢ uma amina biogénia derivada da monoalquilacdo da
putrescina. A alquilacdo da espermidina gera a espermina. Tanto a espermidina quanto a
espermina sdo aminas importantissimas no processo de proliferacao celular (MORGAN et
al., 1998). A via de transformagao dessas aminas inicia-se pela descarboxilagdo da ornitina,
pela ornitina descarboxilase (ODC), gerando a putrescina. Posteriormente, dois grupos
aminopropil sdo adicionados a putrescina. A primeira adi¢do do grupo aminopropil, que ¢é
catalisada pela espermidina sintase, dd origem a espermidina e a segunda adicdo, pela
espermina sintase, levando a formagao da espermina (WALLACE, 2009).

As aminas biogénicas espermina e espermidina sdo encontradas tanto em alimentos
de origem vegetal como animal. Os peixes processados sdo alguns dos alimentos mais ricos
em espermina e espermidina, assim como alguns legumes (soja e feijao), frutas (maracuja),
mariscos, produtos carneos e queijos (ELIASSEN et al., 2002; KALAC, 2014).

Apesar dessas poliaminas serem importante para alguns processos fisiologicos, elas
também podem desencadear efeitos adversos, como alguns tipos de toxicidade. Em
experimento realizado com ratos Wistar, a administracdo de espermina e espermidina
causou reducdes considerdveis na pressao arterial, alteragdo na atividade respiratoria e
também, nefrotoxicidade (TIL et al., 1997; PEGG, 2013). Estudos realizados por del Rio et
al. (2018), com cultura de células intestinais humanas, mostraram que ambas as aminas
(espermina e espermidina) induziram necrose celular, confirmando um efeito citotoxico para
elas. Tanto para espermina como para espermidina, suas concentracdes consideradas toxicas

estavam acima das encontradas em alimentos.
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5.6 Triptamina e Feniletilamina

A triptamina ¢ uma monoamina da classe dos alcaldides derivada da descarboxilagdo
do aminoacido triptofano (MURCH et al., 2001), pela enzima aminoacido aromatico
desidrogenase (AADC). Sua importancia como neurotransmissor € neuromodulador ¢ bem
conhecida, por causa de sua presenga no cérebro de mamiferos, em quantidades vestigiais
de aproximadamente 3,5 mol/g (JONES, 1982; MAHMOOD et al. 2010). Para produzir
fendmenos psicotrdpicos, € necessaria uma pequena quantidade de triptamina, devido a agao
que essa amina promove no SNC (JACOB; PRESTI, 2005)

A triptamina também apresenta toxicidade conhecida em alimentos, sendo
encontrada, em maior quantidade, em salsichas e produtos carneos. Os efeitos nocivos da
sua ingestdo sdo semelhantes aos da tiramina (vasoconstri¢ao, aumento da pressao arterial,
cefaleias, vomito, febre e transpiracao) (EDWARDS; SANDINE, 1981; CHANG; AYRES;
SANDINE, 1985; ANWAR et al., 2013; WUST et al., 2017).

A EFSA (2011) sinaliza que a triptamina pode ser encontrada em concentragdes
elevadas em molhos de peixes, atingindo até 2280 mg/kg, € em outros produtos também
derivados de peixe, que podem conter at¢ 362 mg/kg. Laticinios, como queijo, podem
apresentar até¢ 312 mg/kg, e alguns produtos carneos fermentados, como salsichas, até¢ 194
mg/kg.

A feniletilamina ¢ uma aralquilamina, da classe dos alcaldides, produzida a partir do
aminoacido L-fenilalanina, pela acdo da enzima L-aminoacido descarboxilase aromatica.
Essa amina age, em humanos, como estimulante do SNC. A presenga de feniletilamina,
assim como da triptamina, nos alimentos ¢ considerada preocupante. Em produtos
fermentados, como a salsicha, podem ser encontrada altas concentragdes dessa amina (até a
182 mg/kg). Em peixes e seus derivados, os niveis desta amina podem chegar a 172 mg/kg;
em bebidas alcoodlicas, como a cerveja, foram registrados niveis de até¢ 8,4 mg/kg e em
vegetais de 9,3 mg/kg. Esta amina também ¢ encontrada em queijos, podendo chegar a
concentragdo de 61 mg/kg (EFSA, 2011)

As aminas triptamina e feniletilamina também podem atuar na inibi¢ao de enzimas
desintoxicantes da histamina, provocando um aumento de sua toxicidade. Enquanto a
feniletilamina inibe a diamina oxidase (DAO) e histamina N-metiltransferase (HNMT), a

triptamina inibe apenas a DAO (STRATTON; HUTKINS; TAYLOR, 1991).
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Del Rio et al. (2020) avaliaram, em linhagem de células epiteliais intestinais
humanas, a toxicidade da triptamina e da feniletilamina. Os resultados mostraram que ambas
as aminas biogénicas induziram morte celular, mas por processos diferentes. A
feniletilamina induziu morte por necrose € a triptamina por apoptose. Contudo, somente a
triptamina induziu agdo citotoxica para concentracdes passiveis de serem encontradas em

alimentos.

6 NITROSAMINAS

As nitosaminas, compostos considerados potencialmente carcinogénicos,
constituem ainda um outro risco toxicoldgico associado as aminas biogénicas,
principalmente relacionados com as aminas cadaverina e putrescina. Este risco ¢ ainda maior
em produtos carneos com altos niveis de aminas biogénicas e de sais de nitrito ou nitrato,
utilizados como conservantes. Outro fator importante a ser considerado ¢ que, quando esses
produtos sdo aquecidos, pode-se elevar ainda mais o seus riscos, pois as altas temperaturas
podem favorecer a interacdo entre as aminas biogénicas € os compostos nitrogenados,
originando as nitrosaminas (BULUSHI et al., 2009; DE MEY et al., 2014; RUIZ-
CAPILLAS; HERRERO, 2019).

A Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC) classificou 24 tipos de N-
nitrosaminas, quanto ao seu potencial carcinogenético para humanos. Dois destes tipos estao
classificados como cancerigenos humanos conhecidos e o restante foi dividido entre as
categorias de provavelmente cancerigenos e possivelmente cancerigenos (IARC, 2015).

As aminas primdarias, como a putrescina e a cadaverina, sdo convertidas, durante o
aquecimento, em aminas secundarias como pirrolidina e piperidina, que, por sua vez, reagem
com nitrito, dando origem a nitrosaminas cancerigenas (Lijinsky e Epstein, 1970). O
envolvimento de aminas biogénicas no processo de formagdo de nitrosaminas foi
corroborado pelo estudo de Wartthesen et al. (1975). Os autores demonstraram, por testes
in vitro, que apds o tratamento com nitrito, as aminas putrescina e a cadaverina produziram
as aminas secundarias nitrosopirrolidina e nitrosopiperidina, respectivamente.

Embora os estudos realizados em humanos sobre a relagdo entre a ingestao de nitrato
e nitrito e o risco de cancer sejam inconsistentes, existem evidéncias que relacionam a

digestao desses compostos a um maior risco relativo (acima de 1) da ocorréncia de cancer.



55

Essas evidéncias se baseiam no potencial de reagdo (vias enddgenas ou mesmo no
processamento de alimentos) com outros compostos, que levam a produgdo de carcindgenos,
como as nitrosaminas (KARWOWSKA; KONONIUK, 2020).

Dentre os tipos de cancer citados, se destacam o carcinoma de células renais (YANG
et al., 2017), cancer gastrico (YANG et al. 1997; KIM et al., 2007), cancer colorretal
(DELLAVALLE et al., 2014), cancer de mama (ESPEJO-HERRERA et al., 2016) e cancer
de tireoide (WARD et al., 2010). Contudo, em circunstancias normais, o corpo humano
possui um sistema de desintoxicagdo, principalmente no intestino, que atua sobre as aminas
biogénicas, por meio da acdo de enzimas especificas como a monoamina oxidase (MAO),
diamina oxidase (DAQO), poliamina oxidase (PAO) e histamina N-metiltransferase (HNMT)
(SANTOS, 1996; NOVAK, 2007, MAINTZ; SCHWELBERGER; FEURLE; HOUEN,
2017; ERDAG; MERHAN; YILDIZ, 2019).

7 APLICACAO, DETECCAO E QUANTIFICACAO DE AMINAS BIOGENICAS
7.1 Marcadores de qualidade de alimentos

A deteccdo de aminas biogé€nicas em alimentos ¢ de extrema importancia, ndo s6 do
ponto de vista toxicoldgico, mas também como um parametro de identificacdo de qualidade
alimentar, pois, essa avaliagdo pode-se inferir o grau de frescor ou de deterioragdo dos
alimentos. Pelas dificuldades de se determinar e quantificar estas aminas nos alimentos,
temos, at¢ o momento, dados insuficientes sobre a ocorréncia desses compostos em
diferentes tipos de alimentos e bebidas. Tais problemas estao relacionados a interferéncia da
matriz, como a presen¢a de aminoacidos livres, e aos baixos niveis em que essas aminas sao
encontradas (ALBERTO; ARENA; NADRA, 2002).

A andlise quantitativa de aminas biogénicas em amostras de alimentos tem sido feito
por meio de diversas metodologias analiticas (VERMA et al., 2020). Dentre as mais
utilizadas estio a de cromatografia em camada delgada - TLC (LAPA-GUIMARAES;
PICKOVA, 2004; XIE et al.,, 2017); eletroforese capilar - CE (KOVACS; SIMON-
SARKADI; GANZLER, 1999; ADIMCILAR; OZTEKIN; BEDIA ERIM, 2017);
cromatografia gasosa - GC (ALMEIDA; FERNANDES; CUNHA, 2012; WOJNOWSKI;
NAMIESNIK; PLOTKA-WASYLKA, 2019) e cromatografia liquida de alta performance
—HPLC (HWANG et al., 1997; DONG; XIAO, 2017).
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Ainda que os métodos referenciados sejam amplamente utilizados, existem
desvantagens em sua aplicag¢do, como, por exemplo, a utilizacdo de equipamentos caros € a
necessidade de uma equipe especializada para manipula-los e para aplicar as técnicas de
maneira efetiva, para a aquisicdo de resultados confiaveis nas mais variadas amostras.
Devido a estes fatores, muitos estudos realizados nos ultimos anos tem recorrido ao uso de
biossensores, como alternativa para a detec¢do de aminas biogénicas, pois sdo considerados
dispositivos sensiveis, de simples e rapida execucdo, além de serem de baixo custo e
economica (VERMA et al., 2020; VASCONCELOS et al., 2021).

Os biossensores sao baseados no principio da interagdo entre elementos bioldgicos e
um determinado analito (substancia a ser detectada na amostra) e na geragdo de alteragdes
fisico-quimicas, como transferéncia de elétrons ou calor, mudanca do pH e massa, absor¢ao
ou liberagcdo de ions ou gases especificos. Basicamente, os biossensores, formados por

anticorpos, acidos nucléicos ou enzimas, desempenham a fun¢do de biorreconhecimento,

(CHAUBEY; MALHORTRA, 2002).

7.2 Marcadores de processo de decomposi¢cio

Para possibilitar um melhor entendimento dos processos quimicos envolvidos na
putrefacao de corpos € necessario identificar e quantificar os compostos presentes no liquido
gerado durante a decomposicdo (necrochorume). Contudo, essa avaliacao ndo ¢ uma tarefa
facil, pois o necrochorume ¢ uma amostra quimica de alta complexidade (SWANN;
FORBES; LEWIS, 2010).

Os produtos da degradagdao de proteinas (aminas biogénicas), também presentes
neste liquido, tém sido estudados sob diversos aspectos relacionados com os processos
tafondmicos de restos mortais humanos. A putrescina e cadaverina sdo exemplos de aminas
biogénicas que foram previamente investigadas em tecidos humanos (PACZKOWSKI;
SCHUTZ, 2011).

Os estudos de Hoffman et al. (2009) sugeriram que a detec¢ao de aminas por caes
farejadores treinados pode contribuir para a localizagdo de sepultamentos clandestinos e
restos mortais. A certificacdo e obten¢do dos compostos da putrefagdo foram feitas pela
metodologia analitica de micro-extracao por fase solida (SPME), acoplada a cromatografia

gasosa/ espectrometria de massa (GC-MS) (HOFFMAN et al., 2009). Vass et al. (2002)
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analisaram, por GC-MS, a presenca de cadaverina e putrescina em tecidos, para a estimar o
intervalo p6s morte (IPM), porém o estudo revelou inconsisténcia nas concentragdes destas
aminas entre os caddveres.

Apesar de serem consideradas importantes marcadores de decomposi¢do cadavérica,
a cadaverina e putrescina nao sdo frequentemente reportadas na literatura, devido a sua baixa
volatilidade (BALTA et al., 2020). Porém, em um estudo elaborado por Pelleti et al. (2019)
com GC-MS, os autores validaram, pela primeira vez, a utiliza¢ao de cadaverina e putrescina

como marcadores de intervalo pos-morte (IPM).

8 CONSIDERACOES FINAIS

A presenga de aminas biogé€nicas em alimentos ¢ uma causa bastante comum de
intoxicacdo. Por esse motivo, a realizagdo de estudos que permitam um melhor
conhecimento desses compostos, em relagdo aos seus efeitos toxicoldgicos, condi¢des para
sua formac¢do, metodologias de deteccdo e quantificagdo mais sensiveis, se tornam de
extrema pertinéncia. As informagdes obtidas nesses estudos podem dar um maior suporte
aos O0rgdos competentes, no estabelecimento de legislagdes mais consistentes e rigidas, que
assegurem a qualidade alimentar e, consequentemente, a satide do consumidor.

Mais estudos também sdo necessarios para o melhor entendimento do modo de agdo
das aminas presentes no necrochorume, uma vez que a composi¢ao quimica deste liquido ¢
bastante complexa. Existe ainda a necessidade de validar metodologias analiticas mais
efetivas, para uma melhor caracterizacdo das substancias originadas no processo de
decomposi¢do de corpos, uma vez que esses dados servirdo para aprimorar técnicas que
permitam a utilizagdo destas aminas como marcadores de decomposi¢ao. Essas técnicas
também poderdo auxiliar os estudos de impactos ambientais promovidos pelos produtos
gerados na decomposi¢ao cadavérica, comuns de ambientes de cemitérios, bem como alertar

para as possiveis consequéncias desta contaminagdo para a saide humana.
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RESUMO

O crescimento demografico vem contribuindo com os altos niveis de contaminagdo
ambiental. Uma das atividades antrdpicas que se destaca nesse aspecto ¢ a pratica de
sepultamento de corpos em cemitérios. Apesar de existirem leis que dispdem sobre a
regulamentagdo desta atividade, a contaminacdo se da, sobretudo, pelo liquido formado
durante a decomposicdo de cadaveres, denominado necrochorume, que possui em sua
composicdo substincias toxicas como as aminas biogénicas cadaverina (CsHisN2) e
putrescina (CsHi2N2). O presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial toxico de
amostras de solo expostas a contaminagdo por necrochorume, mediante a simulagdo de
inumacao de uma carcaga suina. Os ensaios foram realizados com amostras de solos e seus
extratos aquosos, coletados a diferentes distdncias da carcaga, em 3 diferentes tempos da
decomposi¢do. A fitotoxicidade foi avaliada pelo indice de germinacdo de sementes e
mensuracao do eixo hipocotilo-radicular de Lactuca sativa. Os testes de citotoxicidade,
genotoxicidade e potencial mutagénico foram realizados pelos pardmetreos de Indice
Mitético (IM), indugdo de Aberragdes Cromossomicas (AC) e de Microntucleo (MN),
respectivamente, com a espécie Allium cepa. Os resultados do teste de germinagdo de
sementes com L. sativa nao mostraram diferencas significativas entre as amostras testadas
(solo e extrato aquoso) e os controles, para nenhum dos tempos testados. O teste de
fitotoxicidade, realizado pelo ensaio do crescimento da radicula e do hipocoétilo, mostraram
que as amostras testadas inibiram o crescimento da radicula e hipocétilo em todos os tempos
avaliados. Nao foram observados efeitos citotoxicos (IM), porém as amostras induziram
efeitos genotdxicos e mutagénico, em sementes de A. cepa. Os efeitos da exposi¢ao foi
intensificado para as sementes germinadas nas amostras do ponto 2 (0,50 m abaixo da
carcaga suina em decomposi¢do), nos tempos 2 ¢ 3. O mesmo padriao foi observado nos

ensaios realizados para os dois bioindicadores testados. Desse modo, esse estudo reforca a
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importancia da avaliacdo e monitoramento das atividades cemiteriais e de seus possiveis

impactos ao meio ambiente.

Palavras-chave: Allium cepa; contaminacao de cemitérios; Lactuca sativa; necrochorume;

Sus scrofa domesticus.
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ABSTRACT

Demographic growth has contributed to the high levels of environmental contamination.
One of the anthropic activities that stands out in this regard is the practice of burying bodies
in cemeteries. Although there are laws that regulate this activity, the contamination occurs
above all by the liquid formed during the decomposition of corpses, called cemetery
leachate, which has in its composition toxic substances such as cadaverine (CsHi14N2) and
putrescine (C4H12N2). The present study aimed to evaluate the toxic potential of soil samples
exposed to contamination by cemetery leachate, by simulating the burial of a swine carcass.
The tests were carried out with soil samples and their aqueous extracts, collected at different
distances from the carcass, at 3 different decomposition times. Phytotoxicity was evaluated
by seed germination index and measurement of the hypocotyl and root of Lactuca sativa.
The cytotoxicity, genotoxicity and mutagenic potencial tests were performed by the
parameters of Mitotic Index (MI), Chromosomal Aberration (CA) and Micronucleus (MN)
induction, respectively, with the species Allium cepa. The results of the seed germination
test with L. sativa did not show significant differences between the tested samples (soil and
aqueous extract) and the controls, for none of the times tested. The phytotoxicity test carried
out by the root and hypocotyl growth assay showed that the tested samples inhibited the
radicle and hypocotyl growth at all evaluated times. No cytotoxic effects (IM) were
observed, but the samples induced genotoxic and mutagenic effects in 4. cepa seeds. The
effects of exposure were intensified for seeds germinated in samples from point 2 (0.50 m
below the decaying swine carcass), at times 2 and 3. The same pattern was observed in the
tests carried out for the two tested bioindicators. Thus, this study reinforces the importance
of evaluating and monitoring cemetery activities and their possible impacts on the

environment.

Keywords: Allium cepa; cemetery leachate, contamination of cemeteries; Lactuca sativa;

Sus scrofa domesticus.
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1 INTRODUCAO

Com o aumento populacional e a expansdo do crescimento urbano foram surgindo
novas atividades que acabaram demandando também novas necessidades bdsicas da
sociedade. Muitas atividades humanas t€ém sofrido alteracdes ao longo da histdria, dentre
eles os rituais envolvidos os sepultamentos de corpos em cemitérios (SOUZA; SOUZA,
2019). Essas praticas t€ém se destacado como uma fonte significativa de contaminagdo
ambiental, contribuindo com a formacao de poluentes de natureza fisica, quimica e bioldgica
(NECKEL et al., 2017; 2020).

Durante as transformacdes quimicas do corpo em decomposi¢do, sdo liberados
subprodutos resultantes da quebra de macromoléculas (IOAN et al., 2017), que constituem
o principal agente contaminante do processo putrefativo de corpos, denominado de
necrochorume (NECKEL et al., 2017). O necrochorume ¢ caracterizado como um liquido
viscoso, de coloracdo cinza-avermelhada, com odor fétido e um elevado indice de
patogenicidade (SILVA, 1998).

Ao longo do processo de decomposi¢ao, um corpo, pesando em média 70 kg, pode
produzir cerca de 30 litros de necrochorume. Este composto ¢ constituido por dgua (60%),
sais minerais (30%) e substancias orgénicas (10%), dentre elas, as aminas biogénicas (AB)
toxicas cadaverina (C5SH14N2) e putrescina (C4H12N2) (SILVA, 1998; CASTRO, 2008).
Em quantidades fisiologicas, estas diaminas participam de processos biologicos essenciais
de microrganismos, plantas e animais, como a sintese de proteinas e acidos nucléicos,
manutengdo da divisdo celular e crescimento, regulacao da pressdo arterial e temperatura
corporal, além de exercerem influéncias na estabilidade da membrana celular e na resposta
ao estresse (FEDDERN et al., 2019; PARK; LEE; MAH, 2019; WOICIK; LUKASIEWICZ;
PUPPEL, 2020).

Estudos sobre a toxicidade de AB, decorrentes do processo de decomposi¢dao de
corpos, ainda sdo bastante escassos na literatura. Del Rio et al. (2019) avaliaram a
citotoxidade destas AB em culturas de células intestinais, cujos resultados mostraram que
ambas as aminas induziram apoptose celular.

Outro importante aspecto a se considerar, esta associado as questdes infra estruturais
dos cemitérios, por serem a principal causa de contaminagdo do solo e recursos hidricos
(subterraneos e superficiais) adjacentes a esses empreendimentos. A instalacdo de

cemitérios sem a realizacao de estudos ambientais prévios, bem como a ma conservagao dos
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tumulos, contribuem para o carreamento e percolagdo do necrochorume, de metais presentes
nos ornamentos dos caixdes e de agentes patogénicos (KEMERICH et al., 2012, 2014;
NECKEL et al. 2020). Este problema pode ser agravado, quando as necrdpoles estdo
localizadas nas proximidades dos centros urbanos pois, a medida que os corpos € 0s
componentes dos caixdes se degradam e se decompdem, os constituintes organicos e
inorganicos liberados podem oferecer riscos a saude humana, contribuindo para uma maior
exposicao a contaminantes ambientais (LITODO et al., 2021).

Em funcao dos riscos de exposi¢do a agentes poluidores, existe hoje uma grande
necessidade e preocupacdo de se conhecer os possiveis efeitos biologicos de xenobiodticos
(LEME; MARIN-MORALES, 2009). Por esse motivo, ha uma eminente necessidade de
estudos que possam avaliar o potencial toxico e os reais efeitos de diferentes contaminantes
sobre o meio biologico (CARITA; MARIN-MORALES, 2008; BIANCHI; MANTOVANI;
MARIN-MORALES, 2015; SOMMAGGIO et al., 2018), incluindo neles os constituintes
do necrochorume. Os ensaios toxicologicos se caracterizam como uma importante
ferramenta de obten¢do de informacao sobre a biodisponibilidade de poluentes, bem como
para auxiliar na interpretacao dos efeitos adversos de contaminantes sobre a biota endémica
e do entorno do local contaminado (LOWE & BUTT, 2007),

Entre os ensaios bioldgicos usados para avaliar toxicidade de contaminantes
ambientais, se destacam aqueles que utilizam bioindicadores vegetais. Estes organismos sao
considerados sensiveis e responsivos a uma ampla variedade de compostos isolados e em
misturas, como as amostras ambientais, além de serem de baixo custo e simplicidade na
execugao dos testes (GRANT, 1999; LEME; MARIN-MORALES, 2009; SILVEIRA et al.,
2017).

A espécie Allium cepa ¢ amplamente utilizada como bioindicador para avaliar
atividades citotdxicas, genotoxicas e mutagénicas induzida tanto por compostos quimicos
(FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2007), quanto por amostras ambientais
(LEME; MARIN-MORALES, 2009; GONCALVES et al., 2020; PAMPLONA-SILVA et
al., 2020). Bioensaios com Lactuca sativa também sdo eficientes para investigar a
fitotoxicidade de diferentes compostos e amostras, utilizando como parametro de avaliagao
a germinagdo de sementes e o crescimento radicular (VALERIO; GARCIA; PEINADO,
2007; MTISI; GWENZI, 2019, SOUZA et al., 2020).
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Considerando os impactos ambientais promovidos pelos sepultamentos de corpos
em cemitérios e a auséncia de estudos ecotoxicoldgicos relacionados ao necrochorume, o
presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial fitotoxico e citogenotoxico de
amostras de solo impactado por processo de decomposi¢ao de uma carcaga suina, por meio

de bioensaios realizados com as espécies 4. cepa e L. sativa.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Experimento de inumagio

A simulagdo de contaminagao por sepultamento foi realizada pela inumagdo de uma
carcaca suina recém abatida, com cerca de 11 kg, obtida em um abatedouro local, nas
dependéncias do Jardim Experimental da Universidade Estadual Paulista (UNESP), campus
de Rio Claro/ SP, Brasil (lat 23°23°47”S e long 47°32°41”0). As carcacas de porcos tém
sido cada vez mais utilizada como modelo animal em estudos que envolvem a simulag¢do do
processo de decomposi¢ao de corpos (BELK et al, 2019; MATUSZEWSKI et al., 2020).
Para este ensaio, foi utilizada uma estrutura cilindrica de ago inox galvanizado, de 2 m de
comprimento por 0,5 m de didmetro. A estrutura foi vedada em sua base, para impedir o
extravasamento de qualquer liquido derivado da decomposi¢ao para fora do sistema, garantir
que todo material exsudado pudesse ser avaliado e impedir eventuais contaminagdes do solo
ou do lencol freatico do local onde foi realizado experimento.

O cilindro foi preenchido, primeiramente, com uma camada de aproximadamente 20
cm com esferas de vidro (bolinhas de gude), simulando a regido de granulacdao do solo,
estrato esse também wusado para auxiliar o escoamento dos possiveis liquidos
(necrochorume) gerados durante processo de putrefagdo. Logo acima da camada de esferas
de vidro foi colocado o solo referéncia, coletado no Jardim Experimental da UNESP do
campus de Rio Claro/SP, cuja caracteristica ¢ de ser um solo de textura argilosa (Mazzeo et
al., 2015), até preencher cerca de 1,5 m da altura do tubo. Por fim, a carcaga foi disposta
verticalmente na parte apical da estrutura e recoberta com cerca de 0,50 cm do mesmo solo
referéncia.

O cilindro contou ainda com aberturas (“janelas”) ao longo de seu comprimento, que
foram feitos a cada 50 cm, totalizando 3 janelas (0,50; 1,0; 1,5 m de distancia da base do

tubo), para acoleta do solo em diferentes distancias da carcaca, caracterizando, assim, 4
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pontos de coletas: P1-localizado na superficie do cilindro, portanto mais proximo da carcaca
suina; P2 —a 1,5 m da base do cilindro; P3 —a 1m da base do cilindro; P4 —a 0,50 m da base
do cilindro. Na base do tubo foi instalada uma torneira, para eventuais coletas de substancias
lixiviadas, porém os produtos resultantes da decomposi¢ao da carcaca ndo atingiram a
devida profundidade, fato que impediu tal coleta.

O experimento de inumacgao da carcaga suina foi realizado em 14/08/2019. As coletas
de solo foram feitas com o auxilio de um trado, introduzido nos quatro pontos de coleta
citados (P1, P2, P3 e P4), em trés tempos distintos (T1: 26/08/2019, 12 dias apds a inumagao;
T2: 13/09/2019, 30 dias ap6s a inumagdo e T3: 12/11/2019, 90 dias apds a inumacao).
Juntamente com as amostras coletadas, foram realizados ensaios com o solo referéncia
(controle ambiental), cujos resultados foram comparados com os dos tratamentos. A
realizagdo do experimento em cilindro de ago inox garantiu a integridade da analise da
contaminag¢do do solo, nos seus diferentes estratos e tempos do processo da decomposi¢cdo

da carcaga.

2.2 Condicoes pluviométrica dos dias de coleta e do tempo total da simulacido da
decomposicao cadavérica.

Os dados referentes a pluviosidade dos meses em que foi realizada a simulagdo da
decomposi¢cdo da carcaca suina (agosto, setembro, outubro e novembro), utilizada para
avaliar os eventos de contaminagdo de solos de ambientes de cemitérios (Anexo 1), foram

extraidos do site: Agritempo (www.agritempo.gov.br).

2.3 Preparo das amostras para avalicio de compostos toxicos hidrossoluveis
2.3.1 Obtencao dos extratos aquosos

Além das andlises com as amostras soOlidas (brutas), também foram realizados
ensaios com seus respectivos extratos aquosos, para estimar os efeitos toxicos das
substancias hidrossoluveis presentes nas amostras. Essa anélise ¢ um importante pardmetro
de avaliagdo, pois permite inferir a presenca de contaminantes passiveis de serem carreados
pela agua.

Os extratos utilizados nos bioensaios foram obtidos seguindo o protocolo proposto
pela ABNT NBR 10.006 (2004). Para a obtengdo dos extratos aquosos de cada solo

amostrado, foram misturados 125 g do solo correspondente (com base no seu peso seco) em
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500 ml de agua destilada. As solucgdes foram agitadas continuamente, em baixa velocidade
(velocidade do mixer: 4 e 5), por um periodo de 5 minutos. Apods 7 dias de decantagdo a 22
°C, os sobrenadantes foram coletados, filtrados em membrana de 0,45 um de porosidade,
para a obtencao dos extratos contendo as substancias hidrossoluveis.

Para a verificag@o do peso seco, 3 placas de Petri com 10 g de cada amostra de solo
permaneceram em estufa a 105 °C por 24 h. Decorrido este periodo, as placas foram pesadas
em balanca de precisdo, para a obtencdo do peso final. Para evitar que as amostras
incorporassem a umidade do ambiente em sua massa, foi feito o seu resfriamento em um
dissecador. O calculo do contetido da 4gua existente em cada amostra foi feito pela diferenca

entre o peso inicial e peso final.

2.3.2 Capacidade de retencio de agua no solo (WHC)

O célculo da capacidade maxima de retengdo de 4dgua no solo (Water Holding
Capacity — WHC) foi realizado seguindo o protocolo proposto pela norma ABNT NBR ISO
11269 - 2:2014. Cadinhos de porcelana foram preenchidos com solo e submersos em um
recipiente com dgua a temperatura ambiente, por um periodo de 2 h. Em seguida, os cadinhos
foram mergulhados abaixo do nivel da dgua, por mais 1 h. Para drenar a 4gua, os cadinhos
foram colocados em uma peneira apoiada em um recipiente, por 2h. Por fim, as amostras
foram dispostas em estufa a 105 °C, até a obten¢ao de massa constante. A capacidade de
retencdo de agua foi entdo calculada como a porcentagem de massa seca. Esta etapa foi
realizada em triplicata, sendo estabelecido para os testes WHC (70%). Para a realizagao
desta etapa, o tubo e papel de filtro recomendado pela norma foi substituido por cadinhos
com pedra porosa de porosidade 1 (100-160 um), processo esse também indicado pelo

ensaio.

2.4 Bioensaios

Todos os bioensaios realizados com as amostras brutas de solo derivadas do processo
de decomposi¢do da carcaga suina e com os extratos aquosos desse solo foram
desenvolvidos no Laboratério de Mutagénese Ambiental da UNESP, campus de Rio Claro/

SP, Brasil.
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2.4.1 Bioensaios com Lactuca sativa

O bioensaio com L. sativa foi realizado com sementes da variedade Grand rapids
(Isla). Foram desenvolvidos dois tipos de ensaios, um com os solos coletados nos diferentes
pontos de coleta do cilindro de ago inox (nos diferentes tempos de decomposicao cadavérica)
e o outro com extratos aquosos desses mesmos solos brutos testados. Foram dispostas 20
sementes de alface em placas de Petri preenchidas com dois tipos de amostras: 30 g dos
solos obtidos no processo de decomposicao da carcaga suina e também com papéis de filtro
embebidos com 4 ml dos extratos aquosos das mesmas amostras brutas. As placas foram
incubadas em BOD, por um periodo de 120 h, a uma temperatura de 22 +/- 2 °C, no escuro.
O controle negativo (CN) foi realizado com agua destilada (4 ml) e o controle positivo (CP)
com sulfato de zinco heptaidratado (0,005M - ZnSO47H>0) (4 ml). O experimento foi
conduzido em triplicata e de forma inteiramente casualizada. Apos o periodo de incubacao,
foram contabilizadas as sementes germinadas, para a obtencdo da porcentagem de
germinagdo (relagdo entre o numero de sementes germinadas/total de sementes dispostas
por placa x 100).

Para a andlise de crescimento, foram aferidos, com o auxilio de um paquimetro
digital, os comprimentos das radiculas e dos hipocétilos, de todas as sementes germinadas.
Os resultados destas andlises foram utilizados para estimar a inibi¢ao da elongag¢ao radicular.

Os dados foram avaliados usando o software STATISTICA 7.0 para as analises de
normalidade e homogeneidade de variancia, por meio dos testes de Shapiro-Wilk e teste de
Levene, respectivamente. Para a andlise de significancia das diferencas registradas para a
germinacdo, comprimento do hipocétilo e da radicula, foi utilizado o teste ndo paramétrico

de Mann-Whitney (p<0,05), pelo programa estatistico GraphPad Prism 8 (versdo 8.0.1).

2.4.2 Bioensaios com Allium cepa

Para os ensaios com 4. cepa, 100 sementes da variedade Baia periforme (Isla), foram
dispostas em placas de Petri preenchidas com 30 g dos solos coletados nos diferentes estratos
do cilindro de ago, onde a carcaga suina foi inumada, e também com os extratos aquosos
desses solos, assim como foi feito nos ensaios com L. sativa. Contudo, o volume do extrato
aquoso utilizado nos testes com 4. cepa foi maior (5 ml) que o utilizado nos ensaios com L.
sativa. Os tratamentos controles foram realizados com 4gua de osmose reversa (Controle

Negativo — CN), em solo referéncia, o mesmo solo usado no preenchimento do cilindro de
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aco inox descrito anteriormente (controle ambiental — CA) e em trifluralina (na concentragao
de 0,84 mg/L), para o controle positivo (CP). As placas foram incubadas em BOD por 5
dias, mantidas a uma temperatura de 22 +/- 2 °C, com fotoperiodo de 12h. Todos os ensaios
foram desenvolvidos em triplicata.

Apoés a germinacdo, as radiculas com cerca de 2,0 cm de comprimento foram
coletadas e fixadas por 6 horas em Carnoy (etanol: acido acético glacial, 3:1, v/v), em
temperatura ambiente. Apos este tempo, o fixador foi trocado por um recém-preparado, para
posterior armazenamento das raizes a 4 °C, até a sua utilizacdo na confec¢do das laminas.
Os ensaios realizados com células meristematicas de radiculas de 4. cepa, foram realizados
de acordo com o protocolo proposto por Grant (1982), com algumas modificagdes descritas
por Leme e Marin-Morales (2009).

Para o teste de AC, foram considerados diferentes tipos de aberragdes, como, perdas,
quebras, pontes e aderéncias cromossdmicas, entre outros, que foram observados em todas
as fases de divisdo celular (profase, metafase, anéafase, telofase). Como endpoint de
genotoxicidade, foram consideradas todas as aberragdes cromossomicas encontradas, exceto
as quebras cromossomicas. O potencial mutagénico foi obtido pela porcentagem de células
portadoras de micronucleos (MN) e também de células que apresentaram quebras
cromossdmicas, em relagdo ao total de células analisadas. O indice mitético (IM), obtido
pela razdo do niimero de células em divisdo sobre o numero total de células analisadas,
constituiu o parametro de citotoxicidade das amostras utilizadas nestes ensaios.

Os parametros citados foram obtidos pela contagem de cerca de 500 células por
lamina, para um total de 12 laminas avaliadas/tratamento, totalizando cerca de 6.000
c¢lulas/tratamento.

Os dados foram avaliados usando o software STATISTICA 7.0 para as analises de
normalidade e homogeneidade de variancia, por meio dos testes de Shapiro-Wilk e teste de
Levene, respectivamente. As analises estatisticas foram realizadas pelo teste nao
paramétrico de Mann-Whitney (p<0,05), pelo programa estatistico GraphPad Prism 8
(versao 8.0.1), como sugerido por Mazzeo e Marin-Morales (2015) e Gongalves et al.

(2020).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Bioensaio com L. sativa: Teste de germinacio e crescimento radicular e do
hipocétilo
Pelos ensaios de germinacao realizados com sementes de L. sativa, foi possivel observar
que todas as amostras testadas (solos e extratos aquosos) dos diferentes pontos de coletas
(P1, P2, P3 e P4) e tempos (T1, T2 e T3) do processo de decomposi¢do da carcaga suina,
nao induziram efeitos significativos de fitotoxicidade, em relagdo aos dados obtidos no CN
e no CA (Figura 1). De acordo com Sobrero e Ronco (2008), a germinagao ¢ uma etapa
muito sensivel a a¢do de substancias toxicas. No entanto, devido a auséncia de efeitos
adversos a germina¢do observados no presente estudo, pode-se inferir que os compostos

presentes nas amostras analisadas nao foram fitotoxicos para o organismo testado.
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Figura 1: Resultados dos bioensaios de germinacdo realizados com Lactuca sativa. CN:
controle negativo; CP: controle positivo; CA: controle ambiental; P1: ponto 1 (superficie do
cilindro); P2: ponto 2 (1,5 m da base do cilindro); P3: ponto 3 (1 m da base do cilindro); P4:
ponto 4 (0,50 m da base do cilindro); T1: tempo 1 (12 dias apds a inumagao); T2: tempo 2 (30
dias ap6s a inumacdo); T3: tempo 3 (90 dias apos a inumagdo). (Mann-Whitney: (*) p<0,05;
(**) p<0,01; (***) p<0,001; (****) p<0,0001).
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Ensaios que avaliam alteracdes no crescimento inicial de espécies vegetais sdo
amplamente utilizadas para a identificar efeitos toxicos de diferentes contaminantes
(SILVEIRA et al., 2017), se caracterizando como bons indicativos de agdo fitotoxica. Os
ensaios de toxicidade realizados pelos parametros de elongacdo da radicula e do hipocétilo
indicaram potencial fitotoxico, em relagdo ao CN, para as todas as amostras testadas
(diferentes pontos e tempos de coleta), com exce¢do do P3 em T1, como pode ser observado

na Figura 2.

Solo - T1 A Solubilizado - T1 B

50+ 60
3 Radicula =@ Hipocatilo — 2 Radicula =8 Hipocdtilo

Elongagédo (mm)
Elongagdo (mm)

CN CA P1 P2 P3 P4 CP CN CA P1 P2 P3 P4 CcP
Tratamentos Tratamentos
Solo - T2 C Solubilizado - T2 D
50 50 — 2 Radicula @ Hipocdtilo
L= Radicula == Hipocdtilo .-
40 40+
E J E -
E 30- £ 30-
o o -
" wg
o on
®© T
2 204 oo g 204
=} )
o rr}
10+ 104
CN CA P1 P2 P3 P4 cP CN cA  P1 P2 P3 P4  CP
Tratamentos Tratamentos
Solo - T3 E Solubilizado - T3 F
50 60 — Radicula == Hipocdtilo
3 Radicula mmm Hipocotilo R b
= o z
= E
=3 o
) g
> 2
s s
w w

CN CA P1 P2 P3 P4 cpP CN CA P1 P2 P3 P4 cp
Tratamentos Tratamentos

Figura 2: Resultado do bioensaio de crescimento de radicula e hipocétilo em Lactuca sativa. CN: controle
negativo; CP: controle positivo; CA: controle ambiental; P1: ponto 1 (superficie do cilindro); P2: ponto 2 (1,5
m da base do cilindro); P3: ponto 3 (1 m da base do cilindro); P4: ponto 4 (0,50 m da base do cilindro); T1:
tempo 1 (12 dias apds a inumagdo); T2: tempo 2 (30 dias apds a inumacao); T3: tempo 3 (90 dias apds a
inumagao). * preto: diferenca significativa em relagdo ao CN (Mann-Whitney: p<0,05). * vermelho: diferenca
significativa em relagdo ao CA (Mann-Whitney: p<0,05). (Mann-Whitney: (*) p<0,05; (**) p<0,01; (***)
p<0,001; (****) p<0,0001).
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Considerando que foram observados resultados significativos na elongagdo de
radicula/hipocétilo de L. sativa do CA, em relagdo ao CN, pode-se concluir que o solo usado
como referéncia ja apresentava compostos que podiam estar interferindo nos resultados dos
ensaios. Desta forma, os resultados obtidos nos tratamentos foram também comparados com
os do CA (Figura 2).

Como a atividade fitotoxica foi observada ja no tempo inicial (T1) do experimento
de inumacao, foi considera a possibilidade de o efeito observado estar associado a presenga
de compostos alelopaticos no solo utilizado na simulagdo, uma vez que esse solo foi coletado
em uma area com cobertura vegetal estavel e preservada do campus da UNESP de Rio Claro.
Estes compostos organicos, que sdo liberados no meio ambiente por lixiviagdo e
volatilizagdo da folhagem, exsudacdo das raizes das partes aéreas das plantas e pela
decomposic¢ao de residuos vegetais, podem inibir o crescimento das plantas (KOBAY ASHI,
2004; SCAVO; ABBATE; MAUROMICALE, 2019).

Pelas comparagoes dos resultados das sementes germinadas no solo com os
resultados do CA, foi observado que os efeitos fitotoxicos foram mais significativos a partir
do T2. A inibicao do crescimento radicular de L. sativa foi mais pronunciada para os solos
coletados no P2, nos tempos T2 e T3 (Figura 2 — C e E). Para as sementes germinadas no
extrato aquoso, também foi observada a inibi¢do do desenvolvimento da radicula e do
hipocétilo para o mesmo ponto (P2), nos tempos T2 e T3 quando comparado ao CA (Figura
2—-DeF).

Como pode ser observado na figura 2, os efeitos fitotoxicos foram mais pronunciados
para as sementes expostas ao extrato aquoso do P2 em T3 (Figura 2 — F). Essas respostas
podem ser explicadas pela proximidade deste ponto com a carcaca suina, j& em estado
avangado de decomposi¢ao, para os tempos T2 e T3. Essa explicagdao tem por base a maior
umidade observada para o solo de P2, bem como a evidéncia de um liquido viscoso de cor

acinzentada (necrochorume) de cheiro desagradavel. (Figura 3).



87

Figura 3: Evidéncia da presenca de necrochorume no solo. A: Liquido viscoso de cor acinzentada
(necrochorume). B: Presenca de necrochorume no momento da coleta (setas). Fonte: registrado pela

propria autora.

Como ja mencionado neste trabalho, o necrochorume possui em sua composi¢ao as
diaminas toxicas cadaverina e putrescina (SILVA, 1998, CASTRO, 2008). Contudo,
existem poucas informagdes na literatura cientifica sobre a agdo fitotdxica destes
contaminantes. Os dados de fitotoxicidade de solo contaminado com necrochorume,
observados neste estudo, pelos ensaios de desenvolvimento da radicula/hipocotilo mostram
uma resposta diferente em relagdo aos dados obtidos com o extrato aquoso do solo. De modo
geral foi observada uma maior inibicao da elongacdo da radicula para as sementes expostas
ao solo e do hipocodtilo para as sementes expostas ao extrato aquoso.

Essas respostas devem estar associadas aos diferentes compostos presentes no solo
bruto e no extrato aquoso do mesmo. A extracdo de compostos por solubilizacdo ¢ um
processo que que visa diluir essas substancias em meio aquoso. Como uma forma das formas
de entrada de agentes toxicos no ambiente aquatico se dd por diluicdo de compostos
presentes em residuo solido, a andlise da toxicidade de extratos aquosos de componentes de
solos contaminados pode trazer informagdes importantes sobre os impactos que esses
compostos podem promover na biota local (ZAGATTO et al., 1992; RODRIGUES, 2007).

Meral et al. (2005) constataram a inibi¢cdo do crescimento radicular de sementes de

Arabidopsis thaliana exposta a germinacdo em diferentes concentracdes de putrescina.
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Outros trabalhos também descrevem inibicdo das funcgdes celulares relacionadas
desenvolvimento vegetal pela agdo da cadaverina e putrescina (UNAL et al., 2008;
RAJPAL; TOMAR, 2020). Como o necrochorume ¢ rico nesses compostos, € ele estava
presente nas amostras coletadas, principalmente no P2 em T2 e T3, podemos inferir que
alteracdes de elongacdo radicular/hipocétilo, observadas no P2, podem ser devido a agdo

conjunta dessas animas.

3.2 Bioensaio com A. cepa: Avaliagao do potencial citogenotoxico e mutagénico

Os resultados dos ensaios de indice mitotico, realizados com células meristematicas
de A. cepa expostas as amostras de solo e extratos aquosos, para diferentes tempos de
decomposicdo da carcaca suina, estdo apresentados na Figura 4. Assim como nos ensaios
realizados com L. sativa, a avaliacdo dos testes com A. cepa foi conduzida por meio da
comparac¢do dos tratamentos em relacdo ao CN e ao CA, uma vez que existe a possibilidade
da presenca de compostos alelopaticos no solo utilizado na simulagdo de contaminagdo
realizada. No entanto, em relagdo aos efeitos citotdoxicos, genotdxicos e potencial
mutagénico nao houveram diferengas estatisticamente significativas entre o CN e o CA.
Dessa forma, o solo referéncia (CA) nao foi capaz de causar tais alteragoes.

De acordo com os resultados, a exposicdo de sementes de cebola as diferentes
amostras derivadas do processo de decomposi¢do da carcaga suina, ndo induziu diminuigao
no indice de divisio celular (Indice mitético - IM), para nenhum dos tempos avaliados, em
relacdo ao CN e CA. Portanto, conforme apresentado na Figura 4, ndo foram observados

efeitos citotdxicos nem para os solos nem para os extratos aquosos desses solos.
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Figura 4: Resultado do bioensaio de citotoxicidade em Allium cepa. CN: controle negativo;
TRIF: Trifluralina - controle positivo; CA: controle ambiental; P1: ponto 1 (superficie do
cilindro); P2: ponto 2 (1,5 m da base do cilindro); P3: ponto 3 (1 m da base do cilindro); P4:
ponto 4 (0,50 m da base do cilindro); T1: tempo 1 (12 dias apds a inumagdo); T2: tempo 2 (30
dias ap6s a inumacao); T3: tempo 3 (90 dias apds a inumagdo). * preto: diferenga significativa
em relagdo ao CN (Mann-Whitney: p<0,05). * vermelho: diferenga significativa em relagdo ao
CA (Mann-Whitney: p<0,05). (Mann-Whitney: (*) p<0,05; (**) p<0,01; (¥**) p<0,001; (¥***)
p<0,0001).
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Os resultados da frequéncia de aberragdes cromossomicas (AC) e alteragdes nucleares
(AN), observadas em meristemas radiculares de 4. cepa, expostos as amostras de solo e
extratos aquosos, para os diferentes tempos de decomposicao avaliados, estdo apresentados
na Figura 5. De acordo com os resultados obtidos neste estudo, todas as amostras analisadas,
considerando tanto os diferentes pontos como os tempos de coleta, induziram AC, porém
nem todas diferiram significativamente do CN e CA.

Essas alteragdes nao significativas observadas podem ser consideradas alteragdes
basais, uma vez que algumas delas também apareceram nos ensaios realizados com o CN e
CA, ndo se caracterizando, assim, em um evento citogenotoxico e/ou mutagénico. No
entanto, foram observados resultados estatisticamente significativos para AC e AN dos
meristemas expostos aos solos e extratos aquosos obtidos no P2, em T2 e T3 (Figura 5)
quando comparados ao CN e ao CA.

Esses resultados obtidos para o P2 (T2 e T3) corroboram com respostas aos bioensaios
realizados com L. sativa, para as mesmas amostras. As alteragdes mais encontradas neste
nesta analise de AC e AN foram os brotos nucleares ¢ os MN (Figura 6), indicando uma
maior potencialidade mutagénica dessas amostras. Pelas alteragdes induzidas, também ¢
possivel afirmar que o necrochume apresenta tanto substancias clastogénicas como
aneugénicas, uma vez que foram registradas aberracdes decorrentes de quebra

cromossomicas bem como de amplificacdo do material genético.
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Os efeitos citogenotdxicos e o potencial mutagénico de diferentes contaminantes
ambientais tém sido amplamente avaliado por bioensaios, dentre eles os realizados com o
bioindicador A. cepa. Muitas das avaliagdes dos potenciais genotdxico e mutagénico de
substancias quimicas e de amostras ambientais complexas descritas na literatura cientifica
foram realizadas com esse sistema teste (LEME; MARIN-MORALES, 2009, SILVEIRA et
al., 2017; PAMPLONA-SILVA et al., 2020). Os ensaios ¢ AC e AN, realizados com esse
bioindicador, sdao considerados efetivos para avaliar potenciais citogenotoxicos e
mutagénicos de contaminantes ambientais presentes em amostras complexas (SOBRAL et
al., 2015; HARA; MARIN-MORALES, 2017; GONCALVES et al., 2020; PAMPLONA-
SILVA et al., 2020), por apresentarem caracteristicas citogenéticas especiais, como
cromossdmico grande e em numero reduzido (2n= 16), além de serem ensaios de baixo
custo e apresentarem alta correlacdo com os ensaios desenvolvidos com outros sistemas
bioldgicos, como os testes com mamiferos (LUBINI et al., 2008; TEDESCO;
LAUGHINGHOUSE, 2012). Assim, quando ensaios com esses bioindicadores exibem
frequéncias elevadas de AC e AN, podemos associd-las a possiveis instabilidades genéticas,
decorrentes da exposicdo as condigdes ambientais desfavoraveis (BEZRUKOV;
LAZARENKO, 2002).

Os MN sdo corpos extra-nucleares constituidos de fragmentos de cromossomos
derivados de quebras cromossdmicas e/ou de cromossomos inteiros, que foram perdidos
durante o processo de divisao celular. Essas estruturas podem ser induzidas por defeitos na
maquinaria de reparo celular e acimulo de danos ao DNA, bem como por eventos
promotores de aberragdes cromossdmicas € por mecanismos epigentéticos. Muitos agentes
genotoxicos podem induzir a formagdo de MN e, consequentemente, desencadear varios
efeitos celulares que podem causar desde a morte celular, instabilidades genomicas ou
desenvolvimento de cancer (LUZHNA; KATHIRIA; KOVALCHUK, 2013).

Fernandes, Mazzeo e Marin-Morales (2007; 2009), citam ainda que os micronticleos
podem também ser derivados da elimina¢do de material genético excedente, resultante da
amplificacdao do conteudo genético, devido a falhas em estruturas citoplasmaticas, como por
exemplo nos fusos mitdticos. A ocorréncia de MN pode estar relacionada a diferentes acdes
de substancias toxicas sobre a molécula de DNA. A agdo clastogénica ¢ induzida por agentes
que interagem diretamente com a cromatina, descaracterizando a sua estrutura e

promovendo quebras cromossdmicas. Na agdo aneugénica, o agente toxico age em estruturas
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citoplasmaticas como, por exemplo os fusos mitoticos. Neste caso, o agente interfere nos
processos de polimerizagdo e despolimerizagdo dessas estruturas, que leva a perdas de
cromossomos inteiros. Os dois eventos citados se estabelecem como pequenos ntcleos nas
células, denominados de MN.

Os brotos nucleares, de acordo com Fernandes, Mazzeo ¢ Marin-Morales (2007;
2009), sao igualmente resultantes da exclusdo do material genético excedente do nucleo,
derivados também de processos de poliploidizagdo do material genético. Os brotos nucleares
sao precursores dos MN derivados de poliploidizagcdes cromossdmicas.

Embora existam poucos estudos sobre o potencial de agdo bioldgica do necrochorume,
o aumento significativo d MN e brotos nucleares encontrados neste estudo sugere potencial
genotoxico e mutagénico para esse composto. Esse efeito observado € corroborado pelos
estudos de Unal et al. (2008). Os autores observaram que radiculas de 4. cepa expostas a
amina putrescina apresentaram um aumento da frequéncia de MN. Essa correlagdo entre o
efeito de putrescina e o necrochorume se deve ao fato dessa AB ser uma das principais
substancias toxicas presentes no necrochorume.

O estudo realizado também apresentou limitacdes importantes, uma vez que o solo
utilizado para preencher o cilindro ndo conservou seu perfil vertical.

Pela falta de estudos sobre os efeitos bioldgicos do necrochorume, hd uma grande
necessidade de se investigar esse tipo de contaminante, devido aos sérios impactos que ele
pode promover ao meio ambiente ¢ a saide humana. Espera-se com este estudo alertar os
orgdos governamentais ¢ a populacdo sobre os perigos da contaminacao por atividades
cemiteriais, bem como incentivar mais estudos com esse tipo de contaminante. Ainda sdo
necessarias muitas informagdes nesta area, para que se possa ter um melhor entendimento

da acdo deste contaminante sobre diferentes organismos testes.
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cromossdmica; L: ponte em telofase (seta). Aumento: 1000X.
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4 CONCLUSAO

A simulagdo de inumacao de carcaga suina se mostrou eficiente para avaliar os efeitos
fitotoxicos, citogenotoxicos e mutagénicos do necrochorume derivado da decomposigao do
animal utilizado;

As espécies L. sativa e A. cepa se mostram bons bioindicadores a serem utilizados em
avaliagdo de contamina¢do derivada de atividade cemiterial. A espécie L. sativa foi mais
eficiente para a avaliacao de fitotoxicidade, principalmente pela utilizacao dos parametros
elongacdo da radicula e do hipocotilo, e 4. cepa para a avaliacdo dos potenciais
citogenotdxicos e mutagénicos do necrochorume.

O teste de germinacao realizado com L. sativa ndo se mostrou sensivel para avaliar a
toxicidade das amostras estudadas, tampouco o teste de IM, realizado com o bioindicador
A. cepa.

Os componentes do necrochorume interferiram no desenvolvimento das raizes e do
hipocotilo e induziram aberragdes cromossomicas e nucleares nos bioindicadores vegetais
utilizados.

As aberragdes cromossomicas mais frequentes foram MN e brotos nucleares, AC que
identificam tanto acdo clastogénica como aneugénica, respectivamente, para o0s
componentes do necrochorume.

Os periodos que mostraram maior comprometimento do solo pelos exsudados da
decomposi¢do foram o T2 (30 dias apos a inumacao) e T3 (90 dias apos a inumagao). O
ponto que sofreu o maior impacto foi o P2, o que sugere ser decorrente da facilidade de
percolagdo do exsudado, por este estar situado logo abaixo da carcaga (0,50 m abaixo da

mesma).
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6 ANEXOS

ANEXO 1 Média diéria da precipitacdo do periodo de coleta do experimento de inumagao
da carcaga suina.

Precipitacio (mm)

Dia da coleta Agosto (2019) Setembro (2019) Outubro (2019) Novembro (2019)

1 0 254 0 0
2 0 712 0 0
3 1,5 04 0 0
4 31 56 0 0
5 39,1 0 0 17
6 27 2 0 26
7 0 0 42 0
8 0 0 04 0,1
9 0 0 102 10,1
10 0 0 0,5 43
11 0 0 0 37
12 0 0 0 | 0
13 0 0 0 0
14 0 0 0,1 11
15 0 0 0 4
16 0 0 0 17
17 0 0 0 0
18 0 0 0,5 0
19 0 0 176 0
20 2,6 0 02 0
21 0 31 02 1,5
0 0 0 27 0
23 0 0 1 13
24 0.5 0 0 6.3
25 0 27 0,1 0,1
26 0 27 0 0
27 0 04 0 02
28 03 0 242 234
29 0 0 0,1 02
30 0 0 2 0,1
31 0 * 6.7 *

Nota: Os valores destacados em vermelho correspondem as médias diarias de precipitagao dos dias referentes as
coletas das amostras de solo. Fonte: Agritempo, 2021.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho apresenta informagdes relevantes que sustentam a importancia do
estudo sobre a contaminag¢ao ambiental de cemitérios, bem como do produto gerado pela
decomposic¢ao de corpos humanos (necrochorume) e das substancias toxicas presentes nesse
liquido, conhecidas como aminas biogénicas. Este tipo de contaminacdo vem se destacando
diante da comunidade cientifica, principalmente por comprometer a qualidade ambiental de
ambientes terrestres, aquiferos superficiais e subterranos, € por representar um risco em
potencial a saide humana.

Em nosso trabalho foi observado que os componentes presentes no necrochorume
interferiram no desenvolvimento da raiz e hipocétilo em L. sativa e induziram aberracdes
cromossomicas e nucleares em A. cepa. Esses resultados reforgam a importancia deste
estudo no atual cenario de contaminacao gerada por cemitérios em ambientes terrestres e
aquaticos, uma vez que os efeitos toxicos observados nos testes realizados indicam a
presenga de contaminantes hidrossoluveis nos extratos aquosos das amostras de solo.
Entretanto, mais estudos sdo necessarios para um melhor entendimento sobre o modo de
acdo e potencial toxico do necrochorume em diferentes ecossistemas € organismos.

As aminas biogénicas presentes no necrochorume, também sdo formadas durante o
processo putrefativo de alimentos, sendo consideradas substancias de grande interesse na
area de toxicologia alimentar. No entanto, nossos estudos mostraram que essas substancias
vem sendo estudadas em outras diferentes areas de conhecimento, como a tafonomia e
ciéncias forenses, onde sdo utilizadas principalmente como marcadores do processo de
decomposic¢ao.

Esses trabalhos também reforcam a importdncia do desenvolvimento de técnicas
eficazes para a quantificacdo e identificacdo dessas substancias em diferentes areas, que
poderdo auxiliar estudos de impactos ambientais promovidos pelos produtos gerados
durante a decomposicao cadavérica, bem como alertar para s possiveis consequéncias desta

contaminag¢do para a saude humana.
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