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RESUMO

O carvédo é uma complexa e variada mistura de componentes organicos e solidos, de grande
importancia na matriz energética mundial, apesar dos graves impactos que causa a0 meio
ambiente. Atualmente, muitos campos de mineracdo j& ndo se encontram mais ativos,
entretanto, o término da lavra ndo significa o fim do processo poluidor, nem o esgotamento da
fonte geradora de poluigdo. O objetivo deste trabalho foi verificar as possiveis alteracfes nos
parametros de estresse oxidativo no pulméo de morcegos da Bacia Carbonifera Catarinense.
Foram coletadas duas espécies de morcegos (Artibeus lituratus e Sturnira lilium) em éarea
controle (livre de contaminacdo) e em area minerada. Para analise de parametro de estresse
oxidativo foram analisadas produgéo de oxidantes, enzimas antioxidantes e danos oxidativos.
Os resultados referentes a producéo de oxidantes demostraram um aumento de ERO no grupo
referente a area minerada da espécieSturnira lilium quanto aos niveis de DCF comparado com
area controle da mesma espécie. Na espécie Artibeus lituratus, o grupo referente a area
minerada apresentou diminuicdo significativa nos niveis de Nitrito comparado com a éarea
controle da mesma espécie. Quanto a atividadedas enzimas antioxidantes foi possivel
observar quea atividade da SOD ndo apresentou resultados significativos, entretanto, a
atividade da CAT e conteldo de GSH apresentaram diminuicdo na espécie Artibeus lituratus
de area minerada quando comparado a area controle. Odano oxidativo avaliado pelos niveis
de tidis totais apresentaram reducdo significativa na espécie Artibeus lituratus de area
minerada quando comparado a area controle. A partir dos dados obtidos, sugerimos que 0s
morcegos, em especial Artibeus lituratus que vivem em areas de mineracdo da Bacia
carbonifera Catarinense podem ser utilizados como biomonitores aos efeitos nocivos ao
pulméo induzidos pela exposicdo ao carvdo mineral.

Palavras chave: Carvao, Impactos ambiental, Biomonitores, Morcegos, Estresse Oxidativo.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ANEEL - Agéncia Nacional de Energia Elétrica

CAT - Catalase

CEUA — Comisséo de Etica em Uso de Animais
CONAMA — Conselho Nacional do Meio Ambiente
CPRM - Companhia de Pesquisa de Recursos Minerais
DCF — DA - 2°,7’-diclorodihidrofluoresceina diacetato
DTNB - Acido 2-nitrobenzdico

ERN — Espécies Reativas de Nitrogénio

ERO — Espécies Reativas de Oxigénio

GSH- Glutationa Reduzida

HAP - Hidrocarbonetos aromaticos policiclicos

HCI- Acido Cloridrico

MP — Material Particulado

NADPH — Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate-oxidase
NM - Nanémetro

NO — Oxido Nitrico

ROS — Reactive Oxygen Species

RPPN — Reserva Particular do Patrimonio Natural

S — South (sul)

SISBIO - Sistema de Autorizacdo e Informacédo em Biodiversidade
SOD - Superoxido Dismutase

W — West (oeste)



SUMARIO

L INTRODUGAO ...ttt s et es s st 10
1.1IMPACTOS AMBIENTAIS CAUSADOS PELA MINERACAO DE CARVAO............. 11
P00 = N = V4@ 1 RPN 16
2.1 OBIETIVO GERAL ..ottt ettt ettt ettt n sttt 16
2.2 OBJIETIVOS ESPECIFICOS ...ttt 16
3MATERIAL E METODOS.......oieiiiesieeeeteeste ettt sss st enes sttt 17
3.1 DESCRICAO DA AREA DE ESTUDO........coeuiiieeeiestieieseeses s esesssisnessenes s, 17
3.2 COLETA DOS ANIMAIUS ...ttt ettt 18
3.3 ENSAIOS BIOQUIMICOS.......ocoiieeeeeeieeetseeeee ettt 19
3.3.1 ProdUGAO de OXIANTES ........coueeiieiieieieeite sttt 19
3.3.2 Sistema de defesa antioXIAANTE..........civcveiie e 20
3.3.3 DAN0S OXIUALIVOS .....vveeiiriieiitie ettt sttt sttt s b s e et ee e st e e st e s sab e e e sbb e e s sbb e e s sbbe e e sbeeeeares 20
I 0o a1 (=100 (oI o [l o (0] (Y[ TR 21
3.4 ANALISES ESTATISTICAS ...ttt 21
ARESULTADOS ..ottt ettt en sttt sttt n sttt ettt n s et sesen e 22
4.1 PRODUGCAOQ DE OXIDANTES .......coiiieiiesietieseeeisest st sesisses st ses st 22
4.2 SISTEMA DE DEFESA ANTIOXIDANTE ..ot 23
4.3 DANOS OXIDATIVOS......oiieeeeeeeeeeeeee ettt sttt n st 23
B CONCLUSAD.......eoeeeeeeeeeeeeee et e et s et en et ee s eee e es s eee e en s eeeeneees 28
REFERENCIAS ...ttt ettt ettt en et eeen e en s, 29

ANEXOS .. 34



10

1 INTRODUCAO

O carvdo é uma complexa e variada mistura de componentes organicos soélidos,
fossilizados ao longo de milhdes de anos, como ocorre com todos 0s combustiveis fosseis. Em
termos de participacdo na matriz energética mundial, segundo o balango energético de 2003, o
carvao é atualmente responsavel por cerca de 7,9% de todo o consumo mundial de energia e
de 39,1% de toda energia elétrica gerada. No dmbito mundial apesar dos graves impactos
sobre 0 meio ambiente, o carvdo ainda € uma importante fonte de energia por: abundancia de
reservas, distribuicdo geografica das reservas, baixos custos e estabilidade nos precos,
relativamente a outros combustiveis (ANEEL, 2015).

Segundo Farias 2002, a mineracdo é um dos setores basicos da economia do pais,
contribuindo de forma decisiva para 0 bem estar e a melhoria da qualidade de vida das
presentes e futuras geracdes, sendo fundamental para o desenvolvimento de uma sociedade
equanime, desde q seja operada com responsabilidade social, estando sempre presente 0s
preceitos do desenvolvimento sustentdvel. A mineracdo, evidentemente, causa um impacto
ambiental consideravel. Ela altera intensamente a area minerada e as areas vizinhas, onde séo
feitos os depdsitos de estéril e de rejeito. Além do mais, quando tem se a presenca de
substancias quimicas nocivas na fase de beneficiamento do minério, isto pode significar um
problema sério do ponto de vista ambiental (SILVA, 2007).

No estado de Santa Catarina as reservas concentram-se numa area alongada no
sentido norte/ sul, situada entre os municipios de Ararangua e Lauro Miller, com 70 km de
comprimento por 15- 20 km de largura (CAMPOS et al., 2003). A exploracdo do carvao no
estado é feita tanto em minas subterraneas como a céu aberto. Ambos 0s processos podem
acarretar problemas ambientais, seja por modificarem a estrutura do meio natural, pela
deposicdo inadequada dos residuos da mineragdo, causando contaminacdo das aguas
superficiais e subterraneas ou perda de solo fértil, seja por promover a contaminacdo na
atmosfera nas proximidades das minas, pela geracdo de gases e material particulado (MP)
(SANCHEZ e FORMOSO, 1990).
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1.1 IMPACTOS AMBIENTAIS CAUSADOS PELA MINERACAO DE CARVAO

Assim como qualquer outro tipo de exploracdo de recursos naturais a mineragao
de carvéo causa impactos ambientais, tanto pela modificacdo do ambiente em que esta sendo
realizada, quanto pela geracao de residuos toxicos ao meio ambiente. Os principais problemas
gerados pela mineracdo segundo a Companhia de Pesquisa e Recursos Naturais (CPRM,
2015) sdo: poluicdo da agua, poluicdo do ar, poluicdo sonora, movimento da superficie do
terreno, incéndios causados pelo carvao e rejeitos radioativos.

O carvéo tem sido descrito como o mais significante poluente de todas as energias
fosseis, contendo uma mistura heterogénea de mais de 50 elementos, incluindo os 6xidos e
outros elementos como silica, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP), metais pesados
e cinzas (LEON et al., 2007).

Na mineracdo de carvao, exige-se a retirada das camadas suprajacentes de solo,
guando a mineracdo é feita a céu aberto, assim as camadas retiradas, que antes possuiam
distintas caracteristicas fisicas, quimicas e mineraldgicas, acabam sendo reunidas em um
Unico conjunto indistintamente misturado. 1sso tem como consequéncia a existéncia nestes
solos de restos de carvao que nao foram utilizados juntamente com seus constituintes menores
e metais pesados (SOARES e MELLO, 1997).

Na lavra em subsuperficie (subterrdnea) os impactos ambientais sdo menos
visiveis, mas, ndo menos significativos do ponto de vista ambiental. Os principais impactos
estdo associados a subsidéncia (afundamento ou colapso da cobertura da camara) do terreno,
rebaixamento do lencol freatico (com extincdo de fontes), reflexo na rede hidrologica
superficial, geracdo de gases (destaca-se por sua periculosidade o metano) e vibracGes (devido
as explosdes) (MINISTERIO PUBLICO FEDERAL, 2006).

A exploracdo do carvdo em Santa Catarina é feita em minas subterréneas e a céu
aberto, na qual a profundidade da camada carbonifera é critério para selecdo entre um ou
outro método de lavra. Sendo que a lavra subterranea é utilizada quando a jazida de carvéo se
encontra em camadas mais profundas (cerca de 30m até aproximadamente 120 m) e a lavra a
céu aberto é utilizada, quando a jazida de carvao se encontra proxima a superficie do solo ate,
aproximadamente, 30m de profundidade (KLEIN, 2006).

Nos dias atuais, muitos campos de mineracdo jd ndo se encontram mais ativos,
mas infelizmente, o término da lavra ndo significa o fim do processo poluidor, nem o

esgotamento da fonte geradora de poluicdo, pois, os rejeitos carboniferos oriundos do



12

processo, 0s quais compdem o passivo ambiental gerado, continuam reativos por muito
tempo, disponibilizando ions metalicos (As, Cd, Cu, Ni, Pb, Zn, Al, Cr, Mn, Co, entre outros)
comprometendo assim, o restabelecimento das comunidades vegetais terrestres e aquaticas
(ZOCCHE, 2005).

Monitorar 0 impacto ambiental e o0s possiveis danos a salde humana, é
problematico devido principalmente a complexidade e ao custo decorrente da identificagdo
das substancias quimicas envolvidas, também, pelo fato de que os organismos na natureza ndo
estdo expostos a um Unico composto, e sim, a uma complexa mistura destes, gerando um
problema na qual, estudos epidemiolégicos falham no que se refere a estipulacdo do tempo,
pois algumas anomalias necessitam de um longo periodo de exposicdo e condigdes de
exposicao para se expressarem (TICE, 1995).

Além disso, a inalacdo da poeira gerada pela extracdo e deposicdo dos rejeitos do
carvdo, pode provocar distlrbios organicos significativos, principalmente os de ordem
respiratoria, que podem levar os individuos a um estado de morbidez e diminui¢do da
expectativa de vida (PINHO et al., 2004).

1.2 CARVAO MINERAL E DANOS PULMONARES

Os trabalhadores da industria carbonifera sdo comumente expostos a poeira do
carvao e aos seus contaminantes, como metais pesados, quinonas, entre outros (LI et al.,
2008), o que pode causar severas doencgas ocupacionais. Em adicdo, o depdsito de rejeitos a
partir da extracdo do carvdo sobre solo em &reas ndo tratadas, também promove agravos a
salde da populacdo. De acordo com Mossman (2003), ap6s a inalacdo de poluentes
atmosféricos, os pulmdes sdo os primeiros alvos atingidos pela producgdo de oxidantes durante
a combustéo de oxigénio.

Estudos tém sugerido que, ap0s a exposi¢do a particulas industriais ocorrem
significativas alteragdes bioquimicas pulmonares. Especificamente, o carvdo mineral, além
dos elementos tdxicos presentes em sua composicdo, possui outros componentes agregados
durante a extracdo, como a silica e o ferro por exemplo. Estes, depois de inalados, podem
alterar tanto a estrutura fisica quanto a fisiologia pulmonar (TAO et al., 2003). O principal
mecanismo de inducdo de dano pulmonar por depdsito de particulas industriais é,

provavelmente, mediado por ativagdo de macrofagos e recrutamento de celulas
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polimorfonucleares.  Esse processo ativa mediadores inflamatdrios, como citocinas,
quimiocinas e espécies reativas de oxigénio (ERO), que promovem estresse oxidativo local e
sistémico e com consequente efeitos deletérios sobre o tecido pulmonar (MOSSMAN, 2003,
PINHO et al., 2005).

1.3 ESTRESSE OXIDATIVO

No organismo, a producgéo de ERO possui fundamental papel na fisiologia celular.
Embora os processos de oxidacdo sejam importantes para a sobrevivéncia das células, a
producdo excessiva de ERO pode levar ao estresse oxidativo (HALLIWELL E GUTRIDGE,
2007).

O estresse oxidativo é uma resposta geral a toxicidade induzida por varios
contaminantes. Muitas substancias quimicas promovem o estresse oxidativo a partir de um
elevado estado oxidativo celular, bem como a inibicdo do sistema de defesa oxidante
(FALFUSHINSKA et al., 2008), e se caracteriza portanto como desequilibrio entre a
producdo de oxidantes e antioxidantes. Embora esse fendmeno bioquimico, quando ocorre em
baixo estado de oxidacdo, seja necessario ao desenvolvimento dos organismos celulares,
niveis severos de oxidacdo levam a lesdo de biomoléculas incluindo acidos nucleicos,
proteinas e lipidos de membrana e consequente morte celular (FOLCHINI, 2007).

As substancias oxidantes dividem-se em dois grandes grupos: Espécies reativas de
oxigénio (ERO) e espécies reativas de nitrogénio (ERN). As ERO sdo formadas pela reducéo
univalente do oxigénio molecular, sendo um processo mediado por enzimas em diferentes
processos celulares como em uma resposta inflamatéria ou em isquemia e reperfusao tecidual
ou por reagdes ndo enzimaticas como a partir da transferéncia de elétrons, da reducdo da
ubiquinona para semi-ubiquinona, componentes da cadeia transportadora de elétrons. Nesses
casos, 0 anion superoxido, peroxido de hidrogénio e radical hidroxila estdo entre as ERO mais
presentes nas células e desenvolvem uma reacdo em cadeia que altera o estado redox da célula
(HALLIWEL E GUTTERIDGE, 2007). Adicionalmente, as ERN s&o derivadas do
metabolismo do oxido nitrico (NO), também sdo importantes e tem o peroxinitrito como o
principal metabélito envolvido em diversos processos bioldgicos (SUN, 2003).

ApoOs a exposicdo ao carvdo, o aumento na quantidade de fagocitos no pulmao,

causa uma producdo local de anion superoxido e peroxido de hidrogénio. Na presenca de



14

ferro, o peroxido de hidrogénio é convertido em radical hidroxil pela reacdo de Fenton
(HALLIWELL E GUTTERIDGE, 2007). De acordo com Kim et al. (2000), a quantidade de
ferro em particulas minerais pode ser o principal mediador de toxicidade e dos danos
oxidativos sobre o pulmédo. Adicionalmente, o superéxido é também um inibidor da alfa-1-
antitripsina, uma importante glicoproteina que inibe a acdo de vérias proteases, incluindo
elastases. Esse desequilibrio entre antiproteases-proteases pode levar a destruicdo tecidual e a
enfisema pulmonar (RAHMAN et al., 2001) e desencadear um resposta inflamatoria tecidual
persistente e isso leva a mais lesdes endoteliais, recrutamento de neutréfilos, ativacdo de

mediadores inflamatorios e danos em biomoléculas (PINHO et al., 2005).

1.4 MORCEGOS COMO ESPECIES SENTINELAS BIOMONITORAS

Biomonitores, também conhecidos como organismos sentinelas, vém sendo
utilizados ha muito tempo para alertar as pessoas sobre ambientes perigosos. Na selecdo de
um biomonitor os principais aspectos a serem observados sdo: (a) os animais devem dividir o
mesmo ambiente com o homem; (b) responder de forma semelhante a quimicos téxicos; e (c)
desenvolver patologias similares como resposta a estes efeitos (SILVA; ERDTMANN;
HENRIQUES, 2003). Neste sentido, a utilizacdo desses sentinelas é uma ferramenta
importante para compreender os efeitos bioldgicos sobre a saide animal e humana, bem como
sobre 0 ecossistema.

A investigacdo dos riscos deletérios a que a populagdo humana esta exposta pode
ser desenvolvida de forma indireta, isto &, por meio de estudos com outros organismos de
topo de cadeia por meio da avaliacdo de danos oxidativos fornecendo assim, indicacdo da
contaminacéo da cadeia alimentar (ZOCCHE, 2005).

Para areas de mineracdo de carvdo, morcegos podem ser usados como
biomonitores de riscos a salide humana, pois estes animais estdo no mesmo nivel tréfico na
cadeia alimentar que os seres humanos (JONES et al., 2009). E provavel que alguns possam
acumular metais pesados e outros elementos toxicos a partir de fontes de mineracdo por
exposicéo ao longo da cadeia alimentar (O'SHEA et al., 2001).

Morcegos que vivem em &reas de mineracdo de carvdo podem, portanto, ser um

6timo indicador ecologico do risco potencial que as populagbes humanas que vivem em tais
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areas estdo submetidas, sobretudo, pela acumulacdo de determinados elementos néo
essenciais e potencialmente toxicos em seus tecidos (CLARK et al., 1982).
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20BJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar as possiveis alteracbes nos parametros de estresse oxidativo no pulmao

de morcegos da Bacia Carbonifera Catarinense.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Auvaliar a producdo de oxidantes em pulmdes de morcegos de areas mineradas
de carvdo da bacia carbonifera catarinense e em area livre da influéncia da contaminacéo
atmosférica por minerac&o;

e Avaliar o sistema de defesa antioxidante enzimatico em pulmdes de morcegos
de areas mineradas de carvao da bacia carbonifera catarinense e em area livre da influéncia da
contaminacdo atmosférica por mineracéo.

e Avaliar os danos oxidativos em proteinas em pulmd@es de morcegos de areas
mineradas de carvdo da bacia carbonifera catarinense e em éarea livre da influéncia da

contaminacdo atmosférica por mineragao.



17

3 MATERIAL E METODOS

3.1 DESCRICAO DA AREA DE ESTUDO

O estudo foi realizado em duas regides do Sul do Brasil sendo, uma livre de
contaminacéo por atividades de carvédo (area controle) e outra sob influéncia de atividades de
mineragdo (&rea minerada). As coletas na &rea controle ocorreram no municipio de
Guaraquecaba localizado na regido norte do litoral Paranaense (25° 10°S e 48° 15°W), na
Reserva Natural Salto Morato da Fundacdo Boticario (Figura 1). As coletas em area minerada
ocorreram na Bacia Carbonifera Catarinense nos municipios de Treviso (28°30'56" S e
49027'27" W) e Criciuma (28°40'39" S e 49°22'11" W) (Figura 2), ambos com existéncia de

mineracao de carvao.

Figura 01: Mapa da localizacdo da area de estudo, onde (®) localizacdo do municipio de Guarequegaba; (4)
localizacfo da RPPN Reserva Natural Salto Morato no referido municipio.

FONTE: Carvalho, 2012.
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Figura 02: Localizagdo dos municipios da Bacia Carbonifera Catarinense, sendo (@) os municipios escolhidos
para coleta em area de mineragéo.

localzmgdo

SKm. 0 S5 10| 15Km.
Lo —

FONTE: Justica Federal, 2008.

3.2 COLETA DOS ANIMAIS

Para esse estudo, foram capturadas duas espécies de morcegos sendo elas:
Artibeus lituratus Olfers, 1818 e Sturnira lilium E. Geoffroy, 1810, todos da familia
Phyllostomidae, sob licenca do SisBio nimero: 46623-1.A selecdo das espécies para analise
foi baseada no tipo de dieta (exclusivamente frugivoros) e abundancia nas duas areas de
coleta.

Para a captura foram utilizadas seis redes de neblina, todas instaladas ao nivel do
solo em possiveis corredores de v6o. As redes foram instaladas ao entardecer e abertas com o
crepusculo. Apoés a captura, os individuos foram acondicionados individualmente em sacos de

algodao devidamente identificados, sexados e tiveram seus dados biométricos tomados.
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Individuos jovens e fémeas prenhes ou em estado de lactagdo ndo foram incluidos
no estudo sendo imediatamente liberados. Foram capturados em area controle 4 morcegos da
espéecie Artibeus lituratus e 4 da espécie Sturnira lilium e na &rea minerada 6 da espécie
Artibeus lituratus e 10 da espécie Sturnira lilium. Com isso utilizamos um n=4 para morcegos
de area controle e um n=6 para morcegos de area minerada. Em um periodo maximo de uma
hora apds as capturas, os animais foram submetidos & eutanasia (Licenga CEUA n° 063 —
2014 — 02) e os I6bulos pulmonares rapidamente retirados e conservados sob refrigeracdo de -
80 »C até o momento das analises.

Os ensaios bioquimicos foram realizados no Laboratério de Fisiologia e
Bioquimica do Exercicio (LAFIBE) da Universidade do Extremo Sul Catarinense.

3.3 ENSAIOS BIOQUIMICOS

3.3.1 Producéo de Oxidantes

Oxido Nitrico (NO) produzido foi estimado espectrofotometricamente como
nitrito formado (NO). Para medir o teor de nitrito, as amostras foram incubadas com o
reagente de Griess (1% de sulfanilamida em 0,1 mol/L de HCI e 0,1% de N-(1-naftil)
(etilenodiamina, dicloridrato) a temperatura ambiente durante 10 min. Em seguida, a
absorbancia foi medida a 540nm usando um leitor de microplacas (GREEN et al., 1982).

A producdo intracelular de espécies reativas de oxigénio (ERO) foi avaliada
utilizando o diacetato de 2°,7’-diclorodihidrofluoresceina (DCFH-DA) (LEBEL, 1990), com
algumas modificacfes. Apos a preparacdo de homogenatos, as amostras foram incubadas com
2',7'-diclorofluoresceina-diacetato (DCFH-DA) (10 uM) a 37°C durante 30 minutos, e a
formacdo foi cessada a 4°C. DCFH-DA foi desesterificado no interior das células por
esterases endogenas para o 4cido livre ionizado. DCF-DA foi entdo oxidado por
hidroperdxidos. A formacdo do derivado fluorescente oxidada (DCF-DA) foi monitorado com
excitacdo e emissdo de comprimentos de onda de 488 e 525 nm, respectivamente, usando um

espectrofotdbmetro de fluorescéncia SpectraMax (Califérnia, EUA).
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3.3.2 Sistema de defesa antioxidante

Superdxido dismutase (SOD): Foi medida pela inibicdo da oxidacdo da adrenalina
adaptado de Bannister & Calabrese (1987). As amostras de pulmdo foram homogeneizadas
em tampdo de glicina. Os volumes de 5, 10 e 15uL foram retirados da mesma, a qual 5 mL de
catalase (0,0024 mg/mL de agua destilada), tampé&o de glicina 175-185mL (0,75g em 200 mL
de &gua destilada a 32°C, pH 10,2), 5uL adrenalina (60mM em agua destilada +15mL/mL de
HCI fumegante) foram adicionados. As leituras foram realizadas por 180s em intervalos de
10s e medido em leitor de ELISA a 480nm. Os valores foram expressos em unidade de SOD
por miligrama de proteina (U/mg de proteina).

Catalase (CAT): Foi determinada com base na taxa de decomposi¢do do perdxido
de hidrogénio (H2O2) presente na amostra, utilizando uma solucdo de H>O, a 10mM em
tampdo de fosfato de potassio (50mM), pH 7,0 (Aebi, 1984). Dois mililitros da solucdo de
H202 e 20mL foram colocadas numa cuvete de quartzo. Ap6s a homogeneizacéo, a taxa de
decomposicdo de H20. méaxima foi medida num espectrofotometro a 240nm e os valores
foram expressos como unidades de catalase/mg de proteina.

Glutationa (GSH): Os niveis de GSH foram determinados como descrito por
Hissin & Hilf (1976), com algumas adaptacdes. GSH foi mensurado em homogenato de
pulmdo apds precipitacdo de proteina com 1mL proteina de acido tricloroacético 10%. Em
parte da amostra foi adicionado um tamp&o de fosfato 800 mM, pH 7,4 e 500 um DTNB. O
desenvolvimento de cor resultante a partir da reacdo entre 0 DTNB e ti6is atingiu um maximo
em 5 minutos e manteve-se estavel durante mais de 30 min. A absorbéancia foi lida a 412nm
depois de 10 min. Uma curva padrdo de glutationa reduzida foi usado para calcular os niveis

de GSH nas amostras.

3.3.3 Danos Oxidativos

O conteudo total de tidis foi determinado usando o método 5-5'-ditiobis (acido 2-
nitrobenzoico) (DTNB) (Sigma, St. Louis, MO). A reacdo foi iniciada pela adicdo de 30uL de
DTNB 10 mM e soro fisiologico tamponado com fosfato. As amostras de controle néo
incluiram DTNB. Apds 30 minutos de incubacdo a temperatura ambiente, a absorbancia a
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412nm foi medida, e a quantidade de DTNB formado foram calculados (equivalente a
quantidade de grupos de tiol), usando a técnica desenvolvida por Aksenov e Markesberya
(2001).

Para avaliar os niveis de MDA, foi utilizado o protocolo segundo Grotto (2006),
onde as amostras de pulméo foram homogeneizadas em tampédo Fosfato de Sédio com KClI,
sendo logo apos centrifugadas a 1500 giros por 10 minutos, com refrigeragdo de 4°C. Do
sobrenadante foram retirados 75uL e adicionado mais 25uL de agua e 25uL de NaOH 3N e
incubado a 60°C por 30 minutos em banho Maria com a 4gua em movimento. Logo apds, foi
adicionado 125uL de H3PO4 6% e 125uL de TBA 0,8% e colocado novamente em banho
Maria com a temperatura em 90°C por 45 minutos. Apds esse tempo € adicionado 50uL de
SDS 10% e mais 300uL de n-butanol, levando as ao vortex por 1 minuto. Em seguida foram
centrifugadas a 3000g por 10 minutos. Destes sobrenadantes foram retirados 20uL e injetados
no HPLC.

3.3.4 Conteuido de Proteina

Aliguotas de homogeneizados pulmonares foram utilizadas para o0s ensaios
bioquimicos e analise de parametros de estresse oxidativo por métodos de espectrofotometria
e normalizados a partir da quantidade de proteina total (BRADFORD, 1976).

3.4 ANALISES ESTATISTICAS

As diferencas entre os grupos experimentais foram determinadas por teste t-
Student pareado, aceitando o valor de significancia menor ou igual a 0,05 como
estatisticamente significativos. O software utilizado para a analise dos dados foi o Graph Pad

Prisma versao 5.0 para Microsoft Windows.
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4 RESULTADOS

4.1 PRODUCAO DE OXIDANTES

Os resultados na Figura 3A demonstram um aumento significativo de DCFH no
grupo de area minerada na espécie Sturnira lilium em comparagdo ao grupo controle da
mesma espécie. Para a espécie Artibeus lituratus ndo se obteve resultados significativos. A
Figura 3B demonstra uma diminuicdo significativa dos niveis de Nitrito nos pulmdes do
grupo de area minerada da espécie Artibeus liturartus. Para a espécie Sturnira lilium nédo se

obteve resultados significativos.
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Figura 03: Produgdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio frente a exposicdo ao carvdo mineral avaliado
pelos niveis de DCF (A) e de NO (B) em homogeneizado pulmonar de Artibeus lituratus e Sturnira lilium em
area controle (ndo minerada), comparada a area com mineracdo de carvdo. t-test Student foi utilizado para
quantificar a diferenga estatistica entre os grupos de cada espécie, * significa, que os dados sdo estatisticamente
diferentes do grupo controle de cada espécie: controle Artibeus lituratus ou do grupo controle - Sturnira lilium.
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4.2 SISTEMA DE DEFESA ANTIOXIDANTE

Os resultados na Figura 4A, referente a atividade da SOD, ndo foram
estatisticamente significativos. Na figura 4B e 4C tanto a atividade da Catalase, quanto o
conteddo de Glutationa total tiveram reducdo significativa no grupo de area minerada em
comparacao ao grupo controle para a espécie Artibeus lituratus, ndo sendo significativa para a

outra espécie.
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Figura 4: Sistema de defesa antioxidante frente a exposicdo ao carvdo mineral avaliado pela atividade da SOD
(A), atividade da Catalase (B) e Glutationa Total (C) em homogeneizado pulmonar de Artibeus lituratus e
Sturnira lilium em &rea controle (ndo minerada), comparada a area com mineracgdo de carvao. t-test Student foi
utilizado para quantificar a diferenca estatistica entre os grupos de cada espécie, * significa, que os dados sdo
estatisticamente diferentes do grupo controle de cada espécie: controle Artibeus lituratus ou do grupo controle -

Sturnira lilium.

4.3 DANOS OXIDATIVOS

Na figura 5A a quantidade de MDA foi maior tanto em Artibeus lituratus quanto
em Sturnira lilium de area minerada quando comparado ao respectivo grupo controle (area
ndo minerada). Na figura 5B os niveis de tiois totais obtiveram uma reducéo significativa no
grupo de area minerada em relacdo ao grupo controle na espécie Artibeus lituratus ndo sendo

significativo para Sturnira lilium.
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Figura 05: Danos oxidativos frente a exposi¢do ao carvdo mineral avaliado pelo MDA (A) e conteldo total de
tiol (B) em homogeneizado pulmonar de Artibeus lituratus e Sturnira lilium em area controle (ndo minerada),
comparada a area com mineracdo de carvao. t-test Student foi utilizado para quantificar a diferenca estatistica
entre os grupos de cada espécie, * significa, que os dados sdo estatisticamente diferentes do grupo controle de

cada espécie: controle Artibeus lituratus ou do grupo controle - Sturnira lilium.
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5 DISCUSSAO

Impacto ambiental, segundo a resolu¢do do CONAMA n° 1/86, art. 1, é qualquer
alteracdo das propriedades fisicas, quimicas ou bioldgicas do meio ambiente, causada por
qualquer forma de matéria ou energia resultante das atividades humanas, que direta ou
indiretamente afetem: a salde, a seguranga e 0 bem estar da populacéo; as atividades sociais e
econdmicas; as condicles estéticas e sanitarias do meio ambiente; a qualidade dos recursos
ambientais. Neste sentido, a atividade da mineragédo de carvdo tem alto potencial poluidor no
meio ambiente em que € realizada. Toda a mineracdo modifica o terreno no processo de
extracdo mineral devido a deposicao de rejeitos. O bem mineral extraido ndo retorna mais ao
local de onde foi retirado, ficando em circulacdo causando diversos males para 0 meio
ambiente e os seres que 0 habitam (KOPEZINSKI, 2000).

A inalacdo de poeiras minerais provoca significativas alteracdes organicas,
principalmente, as de ordem respiratoria. Essas promovem um estado de morbidez, invalidez
precoce, diminuicdo da expectativa de vida e consequente mortalidade. Contudo, a
guantidade, o tamanho da particula, o tipo de mineral presente, tempo e a forma de exposicédo
influenciam a severidade e progressdo dessas doencas respiratorias, desde a formacdo de
pequenos agregados de macréfagos repletos de carvao disseminado pelo paréngquima
pulmonar até o desenvolvimento de fibrose nodular ou difusa pulmonar irreversivel (PINHO
et al., 2005). Apesar de essas alteracdes terem sido observadas em humanos (AVILA, 2009;
WANG et al., 2015; XING et al., 2006; LONG et al., 2015) e em modelos experimentais em
ratos e camundongos (DRISCOLL et al., 1995, PINHO et al., 2004, 2005), a presenca destas
em outros animais a partir de modelos experimentais ou por exposi¢cdo espontanea ndo sao
apresentadas na literatura.

A producéo e presenca de ERO nos tecidos respiratorios, a partir da exposi¢do ao
carvao mineral, tém sido observadas em diversos estudos (DRISCOLL et al., 1995, PINHO et
al., 2004, 2005, XING et al., 2006, AVILA, 2009, WANG et al., 2015, LONG et al., 2015) e
0s autores tém sugerido que o aumento excessivo na producdo de ERO é a principal causa dos
danos celulares e dois mecanismos envolvidos nesse processo tém sido propostos: i) o
mecanismo intrinseco, ligado as propriedades das particulas de carvdo e aos seus
componentes; ii) 0 estresse oxidativo gerado pela excessiva ativacdo de células fagocitarias,

como os macrofagos e os neutrofilos, na tentativa de eliminar estas particulas (NADIF et al.,
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2001). Os principais efeitos da geragdo de ERO incluem dano as membranas celulares, por
processos de lipoperoxidacdo, oxidacao de proteinas, interagdo com os radicais e grupamentos
sulfidril, além de dano ao DNA, por oxidacdo das bases nitrogenadas e riboses, que por sua
vez, geram quebras de cadeias de DNA nas células-alvo (JANSSEN et al., 1993).

No presente estudo animais da espécie Sturnira lilium coletados em é&rea de
mineracdo de carvdo tiveram um aumento ERO a partir da analise do DFC, enquanto que
animais da espécie Artibeus lituratus ndo apresentaram o mesmo perfil. De acordo com
Gasparotto et al. (2013) e colaboradores, particulas de carvdo sdo capazes de induzir dano
celular mediante ativacdo de medidores inflamatorios, 0os quais sdo responsaveis pelo aumento
expressivo de ERO. O fato de somente a espécie Sturnira lilium apresentar essa alteragcdo em
relacdo ao seu controle ndo esta claramente definido. Adicionalmente, os animais da espécie
Artibeus lituratus de area de mineracdo de carvdo tiveram uma diminuicdo significativa da
producdo de oxido nitrico quando comparada com os animais do grupo controle. O NO, além
de um potente radical livre gerador de espécies reativas de nitrogénio, é também um
importante sinalizador intracelular e extracelular e promove uma vasodilatacdo e
broncodilatacdo na musculatura lisa em diversos tecidos. Niveis baixos de NO observados nos
animais pode ser uma resposta induzida pela exposi¢do a poluentes atmosféricos presentes em
areas mineradas. De acordo com Blackford e colaboradores (1997) elementos fibrinogénios
como a silica, dioxido de carbono e de titdnio aumentam os niveis de mRNA de iNOS
enguanto que o carvdo apresenta diminuicao da expressao desta enzima promotora de NO.

Em geral, o que tange a atividade das enzimas antioxidantes no sistema
respiratério, hd& o aumento da atividade da SOD em organismos que habitam ambientes
poluidos, uma vez que essa enzima representa a primeira linha de defesa contra o estresse
oxidativo (ATLI e CANLI, 2007), no entanto, no presente estudo, a atividade da SOD em
pulmdo de morcegos de area minerada ndo apresentou diferenca significativa em relacéo ao
grupo controle. E possivel que essa resposta inalterada na atividade da SOD possa estar
associada ao desvio do superdxido para se ligar ao 6xido nitrico, formando peroxinitrito com
consequente dano oxidativo (Halliwell e Guteridge, 2007) o que corrobora os dados de DCF
observados na espécie Sturnira lilium. Essa possivel mudanca na rota do superéxido promove
alteracdes nas vias de degradacdo dos subprodutos gerados pela acdo da superdxido dismutase
e na reducdo das enzimas a eles associados, como a catalase. Nesse sentido e como esperado,
a atividade da catalase no grupo da area minerada da espécie Artibeus lituratus, apresentou
uma diminucéo significativa em relagdo ao grupo controle da mesma espécie. Entretanto, a

espéecie Sturnira lilium ndo demonstrou diferencas significativas em nenhuma destas duas
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enzimas antioxidantes. A diminuicdo da atividade da Catalase em ambientes altamente
poluidos também foi relatado por Kono e Fridovich (1982) em Cyprinidae (peixes) que vivem
no Seyhan Dam Lake na Turquia. Em estudo com anfibios em area com mineracao de carvao,
Zocche et al. (2013) também obteve resultados semelhantes. Estes dados de forma conjunta
demonstram que a resposta antioxidante pode ser distinta para cada espécie avaliada neste
estudo, bem como podem sugerir que &reas expostas a mineracdo de carvao exerce efeito
negativo sobre este sistema de defesa.

Na analise do contetdo de GSH, morcegos de area minerada da espécie Artibeus
lituratus tiveram reducdo significativa no contetdo de GSH, quando comparados com
morcegos da &rea controle da mesma espécie. A GSH é um antioxidante hidrossoluvel,
reconhecido como o tiol ndo proteico mais importante nos sistemas vivos e portanto, baixos
niveis podem comprometer todo sistema de defesa e reparo antioxidante. Ndo foram
encontrados na literatura dados sobre os niveis de glutationa em quirdpteros, mas, estudo em
humanos (EVELO et al., 1993, AVILA, 2009, POSSAMAI et al., 2010), sugerem que a
diminuicdo de GSH induzida pela exposicdo ao carvdo mineral é causada pela liberacdo
excessiva de espécies reativas de oxigénio por macrofagos alveolares e neutréfilos em tecido
pulmonar. Adicionalmente, os resultados também mostraram uma reducdo significativa no
conteldo total de tiois em morcegos de area minerada da espécie Artibeus lituratus, quando
comparados ao grupo controle da mesma espécie. Esses dados sugerem uma maior oxidagdo
de grupos tidis, possivelmente hd maior producdo de RL em detrimento a capacidade
antioxidante reduzida pelos animais analisados. Em estudos em ratos (PINHO et al., 2005 e
FREITAS 2008) e em culturas de célula pulmonares (GASPAROTTO et al., 2013) resultados
similares ao encontrados em nosso estudos também foram observados.

Assim, tomados em conjunto, os resultados desse estudo sugerem que as
consequéncias da exposicdo crénica por morcegos ao ambiente enriquecido por particulas de
carvao mineral promovem consequentes danos oxidativos e, portanto, esses animais podem
exercer papel de biomonitores do potencial ecoldgico para populagfes humanas que habitam
nessas areas expostas ao carvao. Estudos adicionais sdo necessarios para que possamos aferir
com maior propriedade os agravos gerados no sistema respiratorio e demais sistemas
organicos de quiropteros e, assim, utilizar esses animais como sentinelas aos efeitos nocivos

ao pulmao induzidos pela exposicdo ao carvao mineral.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Antioxidante
https://pt.wikipedia.org/wiki/Tiol
https://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
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6 CONCLUSAO

Embora este estudo seja preliminar, os seus resultados sugerem que morcegos
frugivoros, principalmente Artibeus lituratus, que vivem na Bacia Carbonifera Catarinense
podem ser utilizados como biomonitores por dividirem o mesmo espaco que o homem e
apresentarem resultados semelhantes quanto ao estresse oxidativo.

Estudos adicionais com um maior nimero de individuos, ou com outras espécies
de morcegos devem ser realizados a fim de verificar os resultados obtidos neste trabalho

preliminar, e para testar novas hipoteses que tém sido formuladas.
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