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RESUMO 

 

O carvão é uma complexa e variada mistura de componentes orgânicos e sólidos, de grande 

importância na matriz energética mundial, apesar dos graves impactos que causa ao meio 

ambiente. Atualmente, muitos campos de mineração já não se encontram mais ativos, 

entretanto, o término da lavra não significa o fim do processo poluidor, nem o esgotamento da 

fonte geradora de poluição. O objetivo deste trabalho foi verificar as possíveis alterações nos 

parâmetros de estresse oxidativo no pulmão de morcegos da Bacia Carbonífera Catarinense. 

Foram coletadas duas espécies de morcegos (Artibeus lituratus e Sturnira lilium) em área 

controle (livre de contaminação) e em área minerada. Para análise de parâmetro de estresse 

oxidativo foram analisadas produção de oxidantes, enzimas antioxidantes e danos oxidativos. 

Os resultados referentes à produção de oxidantes demostraram um aumento de ERO no grupo 

referente a área minerada da espécieSturnira lilium quanto aos níveis de DCF comparado com 

área controle da mesma espécie. Na espécie Artibeus lituratus, o grupo referente a área 

minerada apresentou diminuição significativa nos níveis de Nitrito comparado com a área 

controle da mesma espécie. Quanto a atividadedas enzimas antioxidantes foi possível 

observar quea atividade da SOD não apresentou resultados significativos, entretanto, a 

atividade da CAT e conteúdo de GSH apresentaram diminuição na espécie Artibeus lituratus 

de área minerada quando comparado a área controle. Odano oxidativo avaliado pelos níveis 

de tióis totais apresentaram redução significativa na espécie Artibeus lituratus de área 

minerada quando comparado a área controle. A partir dos dados obtidos, sugerimos que os 

morcegos, em especial Artibeus lituratus que vivem em áreas de mineração da Bacia 

carbonífera Catarinense podem ser utilizados como biomonitores aos efeitos nocivos ao 

pulmão induzidos pela exposição ao carvão mineral. 

 

Palavras chave: Carvão, Impactos ambiental, Biomonitores, Morcegos, Estresse Oxidativo. 
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 
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DTNB - Ácido 2-nitrobenzóico 

ERN – Espécies Reativas de Nitrogênio 

ERO – Espécies Reativas de Oxigênio 

GSH- Glutationa Reduzida 

HAP - Hidrocarbonetos aromáticos policíclicos 
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MP – Material Particulado 
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ROS – Reactive Oxygen Species 
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SOD – Superóxido Dismutase 

W – West (oeste) 

  

 



9 

 

SUMÁRIO 

 

 
1 INTRODUÇÃO ..................................................................................................................... 10 

1.1IMPACTOS AMBIENTAIS CAUSADOS PELA MINERAÇÃO DE CARVÃO ............ 11 

2 OBJETIVOS ......................................................................................................................... 16 

2.1 OBJETIVO GERAL ........................................................................................................... 16 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS ............................................................................................. 16 

3 MATERIAL E MÉTODOS ................................................................................................... 17 

3.1 DESCRIÇÃO DA ÁREA DE ESTUDO ............................................................................ 17 

3.2 COLETA DOS ANIMAIS ................................................................................................. 18 

3.3 ENSAIOS BIOQUÍMICOS ................................................................................................ 19 

3.3.1 Produção de Oxidantes .................................................................................................... 19 

3.3.2 Sistema de defesa antioxidante ........................................................................................ 20 

3.3.3 Danos Oxidativos ............................................................................................................ 20 

3.3.4 Conteúdo de Proteína....................................................................................................... 21 

3.4 ANÁLISES ESTATÍSTICAS ............................................................................................ 21 

4 RESULTADOS ..................................................................................................................... 22 

4.1 PRODUÇÃO DE OXIDANTES ........................................................................................ 22 

4.2 SISTEMA DE DEFESA ANTIOXIDANTE ..................................................................... 23 

4.3 DANOS OXIDATIVOS ..................................................................................................... 23 

6 CONCLUSÃO ....................................................................................................................... 28 

REFERÊNCIAS ....................................................................................................................... 29 

ANEXOS..................................................................................................................................34 

 
  

 



10 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

 

O carvão é uma complexa e variada mistura de componentes orgânicos sólidos, 

fossilizados ao longo de milhões de anos, como ocorre com todos os combustíveis fósseis. Em 

termos de participação na matriz energética mundial, segundo o balanço energético de 2003, o 

carvão é atualmente responsável por cerca de 7,9% de todo o consumo mundial de energia e 

de 39,1% de toda energia elétrica gerada. No âmbito mundial apesar dos graves impactos 

sobre o meio ambiente, o carvão ainda é uma importante fonte de energia por: abundância de 

reservas, distribuição geográfica das reservas, baixos custos e estabilidade nos preços, 

relativamente a outros combustíveis (ANEEL, 2015). 

Segundo Farias 2002, a mineração é um dos setores básicos da economia do país, 

contribuindo de forma decisiva para o bem estar e a melhoria da qualidade de vida das 

presentes e futuras gerações, sendo fundamental para o desenvolvimento de uma sociedade 

equânime, desde q seja operada com responsabilidade social, estando sempre presente os 

preceitos do desenvolvimento sustentável. A mineração, evidentemente, causa um impacto 

ambiental considerável. Ela altera intensamente a área minerada e as áreas vizinhas, onde são 

feitos os depósitos de estéril e de rejeito. Além do mais, quando tem se a presença de 

substâncias químicas 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 área alongada no 

sentido norte/ sul, situada entre os municípios de Araranguá e Lauro Müller, com 70 km de 

comprimento por 15- 20 km de largura (CAMPOS et al., 2003). A exploração do carvão no 

estado é feita tanto em minas subterrâneas como a céu aberto. Ambos os processos podem 

acarretar problemas ambientais, seja por modificarem a estrutura do meio natural, pela 

deposição inadequada dos resíduos da mineração, causando contaminação das águas 

superficiais e subterrâneas ou perda de solo fértil, seja por promover a contaminação na 

atmosfera nas proximidades das minas, pela geração de gases e material particulado (MP) 

(SANCHEZ e FORMOSO, 1990). 
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1.1 IMPACTOS AMBIENTAIS CAUSADOS PELA MINERAÇÃO DE CARVÃO 

 

 

Assim como qualquer outro tipo de exploração de recursos naturais a mineração 

de carvão causa impactos ambientais, tanto pela modificação do ambiente em que esta sendo 

realizada, quanto pela geração de resíduos tóxicos ao meio ambiente. Os principais problemas 

gerados pela mineração segundo a Companhia de Pesquisa e Recursos Naturais (CPRM, 

2015) são: poluição da água, poluição do ar, poluição sonora, movimento da superfície do 

terreno, incêndios causados pelo carvão e rejeitos radioativos. 

O carvão tem sido descrito como o mais significante poluente de todas as energias 

fósseis, contendo uma mistura heterogênea de mais de 50 elementos, incluindo os óxidos e 

outros elementos como sílica, hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (HAP), metais pesados 

e cinzas (LÉON et al., 2007). 

Na mineração de carvão, exige-se a retirada das camadas suprajacentes de solo, 

quando a mineração é feita a céu aberto, assim as camadas retiradas, que antes possuíam 

distintas características físicas, químicas e mineralógicas, acabam sendo reunidas em um 

único conjunto indistintamente misturado. Isso tem como consequência à existência nestes 

solos de restos de carvão que não foram utilizados juntamente com seus constituintes menores 

e metais pesados (SOARES e MELLO, 1997). 

Na lavra em subsuperfície (subterrânea) os impactos ambientais são menos 

visíveis, mas, não menos significativos do ponto de vista ambiental. Os principais impactos 

estão associados à subsidência (afundamento ou colapso da cobertura da câmara) do terreno, 

rebaixamento do lençol freático (com extinção de fontes), reflexo na rede hidrológica 

superficial, geração de gases (destaca-se por sua periculosidade o metano) e vibrações (devido 

às explosões) (MINISTÉRIO PÚBLICO FEDERAL, 2006). 

A exploração do carvão em Santa Catarina é feita em minas subterrâneas e a céu 

aberto, na qual a profundidade da camada carbonífera é critério para seleção entre um ou 

outro método de lavra. Sendo que a lavra subterrânea é utilizada quando a jazida de carvão 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 carvão se encontra próxima à superfície do solo até, 

aproximadamente, 30m de profundidade (KLEIN, 2006). 

Nos dias atuais, muitos campos de mineração já não se encontram mais ativos, 

mas infelizmente, o término da lavra não significa o fim do processo poluidor, nem o 

esgotamento da fonte geradora de poluição, pois, os rejeitos carboníferos oriundos do 
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processo, os quais compõem o passivo ambiental gerado, continuam reativos por muito 

tempo, disponibilizando íons metálicos (As, Cd, Cu, Ni, Pb, Zn, Al, Cr, Mn, Co, entre outros) 

comprometendo assim, o restabelecimento das comunidades vegetais terrestres e aquáticas 

(ZOCCHE, 2005). 

Monitorar o impacto ambiental e os possíveis danos a saúde humana, é 

problemático devido principalmente a complexidade e ao custo decorrente da identificação 

das substâncias químicas envolvidas, também, pelo fato de que os organismos na natureza não 

estão expostos a um único composto, e sim, a uma complexa mistura destes, gerando um 

problema na qual, estudos epidemiológicos falham no que se refere à estipulação do tempo, 

pois algumas anomalias necessitam de um longo período de exposição e condições de 

exposição para se expressarem (TICE, 1995). 

Além disso, a inalação da poeira gerada pela extração e deposição dos rejeitos do 

carvão, pode provocar distúrbios orgânicos significativos, principalmente os de ordem 

respiratória, que podem levar os indivíduos a um estado de morbidez e diminuição da 

expectativa de vida (PINHO et al., 2004). 

 

 

1.2 CARVÃO MINERAL E DANOS PULMONARES 

 

 

Os trabalhadores da indústria carbonífera são comumente expostos à poeira do 

carvão e aos seus contaminantes, como metais pesados, quinonas, entre outros (LI et al., 

2008), o que pode causar severas doenças ocupacionais. Em adição, o depósito de rejeitos a 

partir da extração do carvão sobre solo em áreas não tratadas, também promove agravos à 

saúde da população. De acordo com Mossman (2003), após a inalação de poluentes 

atmosféricos, os pulmões são os primeiros alvos atingidos pela produção de oxidantes durante 

a combustão de oxigênio.  

Estudos têm sugerido que, após a exposição a partículas industriais ocorrem 

significativas alterações bioquímicas pulmonares. Especificamente, o carvão mineral, além 

dos elementos tóxicos presentes em sua composição, possui outros componentes agregados 

durante a extração, como a sílica e o ferro por exemplo. Estes, depois de inalados, podem 

alterar tanto a estrutura física quanto a fisiologia pulmonar (TAO et al., 2003). O principal 

mecanismo de indução de dano pulmonar por depósito de partículas industriais é, 

provavelmente, mediado por ativação de macrófagos e recrutamento de células 



13 

 

polimorfonucleares.  Esse processo ativa mediadores inflamatórios, como citocinas, 

quimiocinas e espécies reativas de oxigênio (ERO), que promovem estresse oxidativo local e 

sistêmico e com consequente efeitos deletérios sobre o tecido pulmonar (MOSSMAN, 2003, 

PINHO et al., 2005). 

 

 

1.3 ESTRESSE OXIDATIVO 

 

 

No organismo, a produção de ERO possui fundamental papel na fisiologia celular. 

Embora os processos de oxidação sejam importantes para a sobrevivência das células, a 

produção excessiva de ERO pode levar ao estresse oxidativo (HALLIWELL E GUTRIDGE, 

2007). 

O estresse oxidativo é uma resposta geral à toxicidade induzida por vários 

contaminantes. Muitas substâncias químicas promovem o estresse oxidativo a partir de um 

elevado estado oxidativo celular, bem como a inibição do sistema de defesa oxidante 

(FALFUSHINSKA et al., 2008), e se caracteriza portanto como desequilíbrio entre a 

produção de oxidantes e antioxidantes. Embora esse fenômeno bioquímico, quando ocorre em 

baixo estado de oxidação, seja necessário ao desenvolvimento dos organismos celulares, 

níveis severos de oxidação levam a lesão de biomoléculas incluindo ácidos nucleicos, 

proteínas e lípidos de membrana e consequente morte celular (FOLCHINI, 2007). 

As substâncias oxidantes dividem-se em dois grandes grupos: Espécies reativas de 

oxigênio (ERO) e espécies reativas de nitrogênio (ERN). As ERO são formadas pela redução 

univalente do oxigênio molecular, sendo um processo mediado por enzimas em diferentes 

processos celulares como em uma resposta inflamatória ou em isquemia e reperfusão tecidual 

ou por reações não enzimáticas como a partir da transferência de elétrons, da redução da 

ubiquinona para semi-ubiquinona, componentes da cadeia transportadora de elétrons. Nesses 

casos, o ânion superóxido, peróxido de hidrogênio e radical hidroxila estão entre as ERO mais 

presentes nas células e desenvolvem uma reação em cadeia que altera o estado redox da célula 

(HALLIWEL E GUTTERIDGE, 2007). Adicionalmente, as ERN são derivadas do 

metabolismo do óxido nítrico (NO), também são importantes e tem o peróxinitrito como o 

principal metabólito envolvido em diversos processos biológicos (SUN, 2003). 

Após a exposição ao carvão, o aumento na quantidade de fagócitos no pulmão, 

causa uma produção local de ânion superóxido e peróxido de hidrogênio. Na presença de 
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ferro, o peróxido de hidrogênio é convertido em radical hidroxil pela reação de Fenton 

(HALLIWELL E GUTTERIDGE, 2007). De acordo com Kim et al. (2000), a quantidade de 

ferro em partículas minerais pode ser o principal mediador de toxicidade e dos danos 

oxidativos sobre o pulmão. Adicionalmente, o superóxido é também um inibidor da alfa-1-

antitripsina, uma importante glicoproteína que inibe a ação de várias proteases, incluindo 

elastases. Esse desequilíbrio entre antiproteases-proteases pode levar à destruição tecidual e a 

enfisema pulmonar (RAHMAN et al., 2001) e desencadear um resposta inflamatória tecidual 

persistente e isso leva a mais lesões endoteliais, recrutamento de neutrófilos, ativação de 

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

 

 

1.4 MORCEGOS COMO ESPÉCIES SENTINELAS BIOMONITORAS 

 

 

Biomonitores, também conhecidos como organismos sentinelas, vêm sendo 

utilizados há muito tempo para alertar as pessoas sobre ambientes perigosos. Na seleção de 

um biomonitor os principais aspectos a serem observados são: (a) os animais devem dividir o 

mesmo ambiente com o homem; (b) responder de forma semelhante a químicos tóxicos; e (c) 

desenvolver patologias similares como resposta a estes efeitos (SILVA; ERDTMANN; 

HENRIQUES, 2003). Neste sentido, a utilização desses sentinelas é uma ferramenta  

importante para compreender os efeitos biológicos sobre a saúde animal e humana, bem como 

sobre o ecossistema. 

A investigação dos riscos deletérios a que a população humana está exposta pode 

ser desenvolvida de forma indireta, isto é, por meio de estudos com outros organismos de 

topo de cadeia por meio da avaliação de danos oxidativos fornecendo assim, indicação da 

contaminação da cadeia alimentar (ZOCCHE, 2005). 

Para áreas de mineração de carvão, morcegos podem ser usados como 

biomonitores de riscos à saúde humana, pois estes animais estão no mesmo nível trófico na 

cadeia alimentar que os seres humanos (JONES et al., 2009). É provável que alguns possam 

acumular metais pesados e outros elementos tóxicos a partir de fontes de mineração por 

exposição ao longo da cadeia alimentar (O'SHEA et al., 2001). 

Morcegos que vivem em áreas de mineração de carvão podem, portanto, ser um 

ótimo indicador ecológico do risco potencial que as populações humanas que vivem em tais 
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áreas estão submetidas, sobretudo, pela acumulação de determinados elementos não 

essenciais e potencialmente tóxicos em seus tecidos (CLARK et al., 1982).  
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2OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

 

Verificar as possíveis alterações nos parâmetros de estresse oxidativo no pulmão 

de morcegos da Bacia Carbonífera Catarinense. 

 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

 Avaliar a produção de oxidantes em pulmões de morcegos de áreas mineradas 

de carvão da bacia carbonífera catarinense e em área livre da influência da contaminação 

atmosférica por mineração; 

 Avaliar o sistema de defesa antioxidante enzimático em pulmões de morcegos 

de áreas mineradas de carvão da bacia carbonífera catarinense e em área livre da influência da 

contaminação atmosférica por mineração. 

 Avaliar os danos oxidativos em proteínas em pulmões de morcegos de áreas 

mineradas de carvão da bacia carbonífera catarinense e em área livre da influência da 

contaminação atmosférica por mineração. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 DESCRIÇÃO DA ÁREA DE ESTUDO 

 

 

O estudo foi realizado em duas regiões do Sul do Brasil sendo, uma livre de 

contaminação por atividades de carvão (área controle) e outra sob influência de atividades de 

mineração (área minerada). As coletas na área controle ocorreram no município de 

Guaraqueçaba localizado na região norte do litoral Paranaense (25º 10’S e 48º 15’W), na 

Reserva Natural Salto Morato da Fundação Boticário (Figura 1). As coletas em área minerada 

ocorreram na Bacia Carbonífera Catarinense nos municípios de Treviso (28º30'56" S e 

49º27'27" W) e Criciúma (28º40'39" S e 49º22'11" W) (Figura 2), ambos com existência de 

mineração de carvão. 

 

 

Figura 01: Mapa da localização da área de estudo, onde (●) localização do município de Guarequeçaba; (♦) 

localização da RPPN Reserva Natural Salto Morato no referido município. 

 

FONTE: Carvalho, 2012. 
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Figura 02: Localização dos municípios da Bacia Carbonífera Catarinense, sendo (●) os municípios escolhidos 

para coleta em área de mineração. 

 

FONTE: Justiça 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 família 

Phyllostomidae, sob licença do SisBio número: 46623-1.A seleção das espécies para análise 

foi baseada no tipo de dieta (exclusivamente frugívoros) e abundância nas duas áreas de 

coleta. 

Para a captura foram utilizadas seis redes de neblina, todas instaladas ao nível do 

solo em possíveis corredores de vôo. As redes foram instaladas ao entardecer e abertas com o 

crepúsculo. Após a captura, os indivíduos foram acondicionados individualmente em sacos de 

algodão devidamente identificados, sexados e tiveram seus dados biométricos tomados.  
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Indivíduos jovens e fêmeas prenhes ou em estado de lactação não foram incluídos 

no estudo sendo imediatamente liberados. Foram capturados em área controle 4 morcegos da 

espécie Artibeus lituratus e 4 da espécie Sturnira lilium e na área minerada 6 da espécie 

Artibeus lituratus e 10 da espécie Sturnira lilium. Com isso utilizamos um n=4 para morcegos 

de área controle e um n=6 para morcegos de área minerada. Em um período máximo de uma 

hora após as capturas, os animais foram submetidos à eutanásia (Licença CEUA n˚ 063 – 

2014 – 02) e os lóbulos pulmonares rapidamente retirados e conservados sob refrigeração de -

80 ◦C até o momento das análises.  

Os ensaios bioquímicos foram realizados no Laboratório de Fisiologia e 

Bioquímica do Exercício (LAFIBE) da Universidade do Extremo Sul Catarinense. 

 

 

3.3 ENSAIOS BIOQUÍMICOS 

 

 

3.3.1 Produção de Oxidantes 

 

 

Óxido Nítrico (NO) produzido foi estimado espectrofotometricamente como 

nitrito formado (NO2). Para medir o teor de nitrito, as amostras foram incubadas com o 

reagente de Griess (1% de sulfanilamida em 0,1 mol/L de HCl e 0,1% de N-(1-naftil) 

(etilenodiamina, dicloridrato) à temperatura ambiente durante 10 min. Em seguida, a 

absorbância foi medida a 540nm usando um leitor de microplacas (GREEN et al., 1982). 

A produção intracelular de espécies reativas de oxigênio (ERO) foi avaliada 

utilizando o diacetato de 2’,7’-diclorodihidrofluoresceína (DCFH-DA) (LEBEL, 1990), com 

algumas modificações. Após a preparação de homogenatos, as amostras foram incubadas com 

2',7'-diclorofluoresceína-diacetato (DCFH-DA) (10 uM) a 37°C durante 30 minutos, e a 

formação foi cessada a 4°C. DCFH-DA foi desesterificado no interior das células por 

esterases endógenas para o ácido livre ionizado. DCF-DA foi então oxidado por 

hidroperóxidos. A formação do derivado fluorescente oxidada (DCF-DA) foi monitorado com 

excitação e emissão de comprimentos de onda de 488 e 525 nm, respectivamente, usando um 

espectrofotômetro de fluorescência SpectraMax (Califórnia, EUA). 
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3.3.2 Sistema de defesa antioxidante 

 

 

Superóxido dismutase (SOD): Foi medida pela inibição da oxidação da adrenalina 

adaptado de Bannister & Calabrese (1987). As amostras de pulmão foram homogeneizadas 

em tampão de glicina. Os volumes de 5, 10 e 15uL foram retirados da mesma, a qual 5 mL de 

catalase (0,0024 mg/mL de água destilada), tampão de glicina 175-185mL (0,75g em 200 mL 

de água destilada a 32°C, pH 10,2), 5uL adrenalina (60mM em água destilada +15mL/mL de 

HCl 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 proteína (U/mg de proteína).  

Catalase (CAT): Foi determinada com base na taxa de decomposição do peróxido 

de hidrogênio (H2O2) presente na amostra, utilizando uma solução de H2O2 a 10mM em 

tampão de fosfato de potássio (50mM), pH 7,0 (Aebi, 1984). Dois mililitros da solução de 

H2O2 e 20mL foram colocadas numa cuvete de quartzo. Após a homogeneização, a taxa de 

decomposição de H2O2 máxima foi medida num espectrofotometro a 240nm e os valores 

foram expressos como unidades de catalase/mg de proteína. 

Glutationa (GSH): Os níveis de GSH foram determinados como descrito por 

Hissin & Hilf (1976), com algumas adaptações. GSH foi mensurado em homogenato de 

pulmão após precipitação de proteína com 1mL proteína de ácido tricloroacético 10%. Em 

parte da amostra foi adicionado um tampão de fosfato 800 mM, pH 7,4 e 500 µm DTNB. O 

desenvolvimento de cor resultante a partir da reação entre o DTNB e tióis atingiu um máximo 

em 5 minutos e manteve-se estável durante mais de 30 min. A absorbância foi lida a 412nm 

depois de 10 min. Uma curva padrão de glutationa reduzida foi usado para calcular os níveis 

de GSH nas amostras. 

 

 

3.3.3 Danos Oxidativos 

 

 

O conteúdo total de tióis foi determinado usando o método 5-5'-ditiobis (ácido 2-

nitrobenzóico) (DTNB) (Sigma, St. Louis, MO). A reação foi iniciada pela adição de 30uL de 

DTNB 10 mM e soro fisiológico tamponado com fosfato. As amostras de controle não 

incluíram DTNB. Após 30 minutos de incubação à temperatura ambiente, a absorbância a 
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412nm foi medida, e a quantidade de DTNB formado foram calculados (equivalente à 

quantidade de grupos de tiol), usando a técnica desenvolvida por Aksenov e Markesberya 

(2001). 

Para avaliar os níveis de MDA, foi utilizado o protocolo segundo Grotto (2006), 

onde as amostras de pulmão foram homogeneizadas em tampão Fosfato de Sódio com KCl, 

sendo logo após centrifugadas à 1500 giros por 10 minutos, com refrigeração de 4˚C. Do 

sobrenadante foram retirados 75uL e adicionado mais 25uL de água e 25uL de NaOH 3N e 

incubado a 60˚C por 30 minutos em banho Maria com a água em movimento. Logo após, 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. Após esse tempo é adicionado 50uL de 

SDS 10% e mais 300uL de n-butanol, levando as ao vórtex por 1 minuto. Em seguida foram 

centrifugadas á 3000g por 10 minutos. Destes sobrenadantes foram retirados 20uL e injetados 

no HPLC. 

 

 

3.3.4 Conteúdo de Proteína 

 

 

Alíquotas de homogeneizados pulmonares foram utilizadas para os ensaios 

bioquímicos e análise de parâmetros de estresse oxidativo por métodos de espectrofotometria 

e normalizados a partir da quantidade de proteína total (BRADFORD, 1976). 

 

 

3.4 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

 

As diferenças entre os grupos experimentais foram determinadas por teste t-

Student pareado, aceitando o valor de significância menor ou igual a 0,05 como 

estatisticamente significativos. O software utilizado para a análise dos dados foi o Graph Pad 

Prisma versão 5.0 para Microsoft Windows. 
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4 RESULTADOS 

 

 

4.1 PRODUÇÃO DE OXIDANTES 

 

 

Os resultados na Figura 3A demonstram um aumento significativo de DCFH no 

grupo de área minerada na espécie Sturnira lilium em comparação ao grupo controle da 

mesma espécie. Para a espécie Artibeus lituratus não se obteve resultados significativos. A 

Figura 3B demonstra uma diminuição significativa dos níveis de Nitrito nos pulmões do 

grupo de área minerada da espécie Artibeus liturartus. Para a espécie Sturnira lilium não se 

obteve resultados significativos. 

 
Figura 03: Produção de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio frente à exposição ao carvão mineral avaliado 

pelos níveis de DCF (A) e de NO (B) em homogeneizado pulmonar de Artibeus lituratus e Sturnira lilium em 

área controle (não minerada), comparada a área com mineração de carvão. t-test Student foi utilizado para 

quantificar a diferença estatística entre os grupos de cada espécie, * significa, que os dados são estatisticamente 

diferentes do grupo controle de cada espécie: controle Artibeus lituratus ou do grupo controle - Sturnira lilium. 
  

  Artibeus lituratus             Sturnira lilium      Artibeus lituratus           Sturnira lilium 
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4.2 SISTEMA DE DEFESA ANTIOXIDANTE 

 

 

Os resultados na Figura 4A, referente à atividade da SOD, não foram 

estatisticamente significativos. Na figura 4B e 4C tanto a atividade da Catalase, quanto o 

conteúdo de Glutationa total tiveram redução significativa no grupo de área minerada em 

comparação ao grupo controle para a espécie Artibeus lituratus, não sendo significativa para a 

outra espécie. 

 

Figura 4: Sistema de defesa antioxidante frente à exposição ao carvão 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 área controle (não minerada), comparada a área com mineração de carvão.  t-test Student foi 

utilizado para quantificar a diferença estatística entre os grupos de cada espécie, * significa, que os dados são 

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 área minerada quando comparado ao respectivo grupo controle (área 

não minerada). Na figura 5B os níveis de tióis totais obtiveram uma redução significativa no 

grupo de área minerada em relação ao grupo controle na espécie Artibeus lituratus não sendo 

significativo para Sturnira lilium. 

 

 

 

Artibeus lituratus            Sturnira lilium   Artibeus lituratus                Sturnira lilium  Artibeus lituratus            Sturnira lilium 
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Figura 05: Danos oxidativos frente à exposição ao carvão mineral avaliado pelo MDA (A) e conteúdo total de 

tiol (B) em homogeneizado pulmonar de Artibeus lituratus e Sturnira lilium em área controle (não minerada), 

comparada a área com mineração de carvão. t-test Student foi utilizado para quantificar a diferença estatística 

entre os grupos de cada espécie, * significa, que os dados são estatisticamente diferentes do grupo controle de 

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

Artibeus lituratus             Sturnira lilium   Artibeus lituratus            Sturnira lilium 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

Impacto ambiental, segundo a resolução do CONAMA n˚ 1/86, art. 1, é qualquer 

alteração das propriedades físicas, químicas ou biológicas do meio ambiente, causada por 

qualquer forma de matéria ou energia resultante das atividades humanas, que direta ou 

indiretamente afetem: a saúde, a segurança e o bem estar da população; as atividades sociais e 

econômicas; as condições estéticas e sanitárias do meio ambiente; a qualidade dos recursos 

ambientais. Neste sentido, a atividade da mineração de carvão tem alto potencial poluidor no 

meio ambiente em que é realizada. Toda a mineração modifica o terreno no processo de 

extração mineral devido à deposição de rejeitos. O bem mineral extraído não retorna mais ao 

local de onde foi retirado, ficando em circulação causando diversos males para o meio 

ambiente e os seres que o habitam (KOPEZINSKI, 2000). 

A inalação de poeiras minerais provoca significativas alterações orgânicas, 

principalmente, as de ordem respiratória. Essas promovem um estado de morbidez, invalidez 

precoce, diminuição da expectativa de vida e consequente mortalidade. Contudo, a 

quantidade, o tamanho da partícula, o tipo de mineral presente, tempo e a forma de exposição 

influenciam a severidade e progressão dessas doenças respiratórias, desde a formação de 

pequenos agregados de macrófagos repletos de carvão disseminado pelo parênquima 

pulmonar até o desenvolvimento de fibrose nodular ou difusa pulmonar irreversível (PINHO 

et al., 2005). Apesar de essas alterações terem sido observadas em humanos (ÁVILA, 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 presença destas 

em outros animais a partir de modelos experimentais ou por exposição espontânea não são 

apresentadas na literatura. 

A produção e presença de ERO nos tecidos respiratórios, a partir da exposição ao 

carvão mineral, têm sido observadas em diversos estudos (DRISCOLL et al., 1995, PINHO et 

al., 2004, 2005, XING et al., 2006, ÁVILA, 2009, WANG et al., 2015, LONG et al., 2015) e 

os autores têm sugerido que o aumento excessivo na produção de ERO é a principal causa dos 

danos celulares e dois mecanismos envolvidos nesse processo têm sido propostos: i) o 

mecanismo intrínseco, ligado às propriedades das partículas de carvão e aos seus 

componentes; ii) o estresse oxidativo gerado pela excessiva ativação de células fagocitárias, 

como os macrófagos e os neutrófilos, na tentativa de eliminar estas partículas (NADIF et al., 
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2001). Os principais efeitos da geração de ERO incluem dano às membranas celulares, por 

processos de lipoperoxidação, oxidação de proteínas, interação com os radicais e grupamentos 

sulfidril, além de dano ao DNA, por oxidação 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 área de 

mineração de carvão tiveram um aumento ERO a partir da análise do DFC, enquanto que 

animais da espécie Artibeus lituratus não apresentaram o mesmo perfil. De acordo com 

Gasparotto et al. (2013) e colaboradores, partículas de carvão são capazes de induzir dano 

celular mediante ativação de medidores inflamatórios, os quais são responsáveis pelo aumento 

expressivo de ERO. O fato de somente a espécie Sturnira lilium apresentar essa alteração em 

relação ao seu controle não está claramente definido. Adicionalmente, os animais da espécie 

Artibeus lituratus de área de mineração de carvão tiveram uma diminuição significativa da 

produção de oxido nítrico quando comparada com os animais do grupo controle. O NO, além 

de um potente radical livre gerador de espécies reativas de nitrogênio, é também um 

importante sinalizador intracelular e extracelular e promove uma vasodilatação e 

broncodilatação na musculatura lisa em diversos tecidos. Níveis baixos de NO observados nos 

animais pode ser uma resposta induzida pela exposição a poluentes atmosféricos presentes em 

áreas mineradas. De acordo com Blackford e colaboradores (1997) elementos fibrinogênios 

como a sílica, dióxido de carbono e de titânio aumentam os níveis de mRNA de iNOS 

enquanto que o carvão apresenta diminuição da expressão desta enzima promotora de NO. 

Em geral, o que tange a atividade das enzimas antioxidantes no sistema 

respiratório, há o aumento da atividade da SOD em organismos que habitam ambientes 

poluídos, 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 

pulmão de morcegos de área minerada não apresentou diferença significativa em relação ao 

grupo controle. É possível que essa resposta inalterada na atividade da SOD possa estar 

associada ao desvio do superóxido para se ligar ao óxido nítrico, formando peroxinitrito com 

consequente dano oxidativo (Halliwell e Guteridge, 2007) o que corrobora os dados de DCF 

observados na espécie Sturnira lilium. Essa possível mudança na rota do superóxido promove 

alterações nas vias de degradação dos subprodutos gerados pela ação da superóxido dismutase 

e na redução das enzimas a eles associados, como a catalase. Nesse sentido e como esperado, 

a atividade da catalase no grupo da área minerada da espécie Artibeus lituratus, apresentou 

uma diminução significativa em relação ao grupo controle da mesma espécie. Entretanto, a 

espécie Sturnira lilium não demonstrou diferenças significativas em nenhuma destas duas 
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enzimas antioxidantes. A diminuição da atividade da Catalase em ambientes altamente 

poluídos também foi relatado por Kono e Fridovich (1982) em Cyprinidae (peixes) que vivem 

no Seyhan Dam Lake na Turquia. Em estudo com anfíbios em área com mineração de carvão, 

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 áreas expostas a mineração de carvão exerce efeito 

negativo sobre este sistema de defesa. 

Na análise do conteúdo de GSH, morcegos de área minerada da espécie Artibeus 

lituratus tiveram redução significativa no conteúdo de GSH, quando comparados com 

morcegos da área controle da mesma espécie. A GSH é um antioxidante hidrossolúvel, 

reconhecido como o tiol não proteico mais importante nos sistemas vivos e portanto, baixos 

níveis podem comprometer todo sistema de defesa e reparo antioxidante. Não foram 

encontrados na literatura dados sobre os níveis de glutationa em quirópteros, mas, estudo em 

humanos (EVELO et al., 1993, ÁVILA, 2009, POSSAMAI et al., 2010), sugerem que a 

diminuição de GSH induzida pela exposição ao carvão mineral é causada pela liberação 

excessiva de espécies reativas de oxigênio por macrófagos alveolares e neutrófilos em tecido 

pulmonar. Adicionalmente, os resultados também mostraram uma redução significativa no 

conteúdo total de tiois em morcegos de área minerada da espécie Artibeus lituratus, quando 

comparados ao grupo controle da mesma espécie. Esses dados sugerem uma maior oxidação 

de grupos tióis, possivelmente há maior produção 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 

consequências da exposição crônica por morcegos ao ambiente enriquecido por partículas de 

carvão mineral promovem consequentes danos oxidativos e, portanto, esses animais podem 

exercer papel de biomonitores do potencial ecológico para populações humanas que habitam 

nessas áreas expostas ao carvão. Estudos adicionais são necessários para que possamos aferir 

com maior propriedade os agravos gerados no sistema respiratório e demais sistemas 

orgânicos de quirópteros e, assim, utilizar esses animais como sentinelas aos efeitos nocivos 

ao pulmão induzidos pela exposição ao carvão 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 CONCLUSÃO 

 

 

Embora este estudo seja preliminar, os seus resultados sugerem que morcegos 

frugívoros, principalmente Artibeus lituratus, que vivem na Bacia Carbonífera Catarinense 

podem ser utilizados como biomonitores por dividirem o mesmo espaço que o homem e 

apresentarem resultados semelhantes quanto ao estresse oxidativo. 

Estudos adicionais com um maior número de indivíduos, ou com outras espécies 

de morcegos devem ser realizados a fim de verificar os resultados obtidos neste trabalho 

preliminar, e para testar novas hipóteses que têm sido formuladas.  
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