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Resumo

A energia é um item essencial para o desenvolvimento socioeconémico. Para o processo de
producdo da energia é possivel utilizar diversas fontes, uma delas € o carvao mineral, que foi
uma das primeiras fontes empregada pelo homem no processo de energia em larga escala. O
carvao é uma mistura complexa de variadas substancias quimica organicas, constituido
principalmente por moléculas de hidrocarboneto e oxigénio, e pequenas quantidades de
nitrogénio e enxofre. O Brasil representa a 10% maior reserva de carvdo do mundo, totalizando
12 bilhGes de toneladas. O Rio Grande do Sul é responséavel por quase 90% das reservas
nacionais, e a Jazida de Candiota (RS) possui cerca de 30% de todo o carvdo nacional.
Algumas substancias que compdem o carvao apresentam o potencial de produzirem efeitos
mutagénicos e carcinogénicos em organismos expostos a este mineral. Com isso a exposicao
ao carvao e 0 seu potencial genotdxico e mutegénico veem sido estudado com diferentes
enfoques em diversos organismos. Levando em consideracdo que a composicdo do carvao
tem o potencial de apresentar certos componentes genotdxicos. Este trabalho tem como
objetivo realizar o biomonitoramento de uma amostra de trabalhadores deste setor da regido
de Candiota (RS). Para este estudo foi coletado amostras de sangue total de 147 individuos,
sendo 71 mineradores expostos ao carvao e 76 individuos ndo expostos da mesma regido.
Foram avaliados nas amostras o teste de micronucleos em linfocitos e 0 ensaio cometa.
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INTRODUCAO

Para a producdo de energia é possivel utilizar diversas fontes, estas fontes podem ser
classificadas como renovaveis ou ndo renovaveis. Em 2010, no Brasil estas fontes foram
responsaveis respectivamente por 45,4% e 54,6% da oferta interna de energia no pais. Como
fontes renovaveis de energia podemos citar: biomassa, eblica, geométrica, hidraulica e solar.
Enguanto as fontes renovaveis sdo capazes de se regenerar por meios naturais, as fontes ndo
renovaveis fazem o uso de combustiveis, dentre eles os fosseis como: petréleo, gas natural e 0
carvdo mineral. Os combustiveis fosseis sdo responsaveis por 85% da energia consumida
mundialmente (ENERGETICA, 2011).

O carvao mineral, ou simplesmente carvéo, foi uma das primeiras fontes de energia
utilizada pelo homem para a producgéo de energia elétrica em larga escala (ANEEL, 2008). E
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constituido por uma mistura complexa de substancias quimica organicas, sendo
principalmente constituida por carbono, hidrogénio e oxigénio e por quantidades menores de
enxofre e nitrogénio (GIBSON, 1979). O carvéo é formado a partir da deposicdo de matéria
organica vegetal em bacias sedimentares sofrendo a acdo da temperatura e da pressdao em
ambientes anaerobicos. Ao longo do tempo geoldgico este material armazenado se solidifica,
através do processo de carbonificacdo, perdendo hidrogénio e oxigénio e enriquecendo-se de
carbono. Sua qualidade é determinada pela concentracdao de carbono, que é aumentada com o
passar dos estagio de carbonificagdo. O nosso pais dispGe de uma das maiores reservas de
carvao da America latina, representando a 10* maior do mundo, totalizando 12 bilhdes de
toneladas. O Rio Grande do Sul é responsavel por quase 90% das reservas nacionais, e a
Jazida de Candiota (RS) possui cerca de 30% de todo o carvao nacional.

A exposicdo ao carvéo e os seus efeitos tem sido estudados com diferentes enfoques e
em diversos organismos, como anelideos, mamiferos, linhagens celulares e também em
humanos (CELIK et al., 2007; DA SILVA et al., 2000; LEON-MEJIA et al., 2011; LEON et
al., 2007. Muitos dos compostos do carvdo, em especial elementos inorganicos e
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos apresentam o potencial de produzirem efeitos
genotoxicos, mutagénicos e carcinogénicos em organismos expostos a este mineral. Este
trabalho tem como objetivo realizar o biomonitoramento de uma amostra de trabalhadores
deste setor da regido de Candiota (RS). Para este estudo foi coletado amostras de sangue total
de 147 individuos, sendo 71 mineradores expostos ao carvao e 76 individuos ndo expostos da
mesma regido. Foram avaliados nas amostras o teste de micronucleos em linfécitos e o0 ensaio
cometa.

O teste cometa ou SCGE (Songle Cell Gel Eletrophoresis Assay) é considerado um
teste de genotoxicidade, sendo capaz de detectar os danos ao DNA induzidos por agentes
alquilantes, intercalantes e oxidadentes. Este teste tem como vantagem a simplicidade, rapidez
e sensibilidade em detectar pequenas alteracfes e baixo custo. Porém esta analise nao é
considerada como um teste de matagenicidade uma vez que o efeito do reparo ao DNA pode
mudar o resultado final considerando a fixagdo de mutacdo (DUSINSKA; COLLINS, 2008).

O teste de micronucleos em linfécitos, ou teste de micronucleo com bloqueio
da citocinese (MNCtB) é um método utilizado para medir a frequéncia de microntcleos (MN)
em cultura de células de linfocitos humanos. Os micronucleos sdo estruturas resultantes de
partes cromossdmicas ou de cromossomos inteiros que nao foram incluidos no nucleo de
células filhas no momento da divisdo celular (FENECH, 2007). Neste teste as células que
completaram uma diviséo celular tém a sua citocinese bloqueada, devido o uso da citocalasina
B capaz de inibir a polimerizacdo da proteina actina. Esta proteina é responsavel para a
formacdo do anel de microfilamentos que resulta na inducdo da contracdo do citoplasma e
consequentemente na clivagem da célula em duas células-filhas (FENECH , 2000) Deste
modo a analise de micronucleos fica restrita apenas as células com aparéncia binucleada. Esta
restricdo evita subestimativas da frequéncia de MN resultantes da contagem de células que
ndo passaram por um ciclo de divisdo celular e que ndo poderiam expressar estas estruturas.
Esta metodologia tem a possibilidade de comparar a frequéncia de danos cromossdmicos
entre diferentes populacdes celulares que podem deferir quanto a sua cinética de divisdo.
Além de conferir a técnica uma boa reprodutibilidade e confiabilidade, o que tem contribuido
para a ado¢do do MNCtB como um teste citogenético padrdo na genética
toxicolégica(FENECH, 2007).



METODOLOGIA

O teste cometa foi realizado conforme Singh et al., 2007 Amostras de sangue total dos
individuos e apds, embebidas em gel de agarose de baixo ponto de fusdo (Low-melting). Esta
mistura foi disposta sobre a superficie de uma lamina com pré-cobertura de agarose de ponto
de fusdo normal e coberta por uma laminula. A lamina foi levada em gelo para a total
solidificacdo da agarose, e entdo a retirada a laminula. As laminas sdo transferidas para uma
solugdo contendo alta concentragdo de sais e substancias detergentes afim de lisar as células,
removendo o seu conteudo citoplasmatico e membrana nuclear. Em seguida as laminas foram
incubadas em um tampéo alcalino para a hidratagdo do material, entdo o DNA foi submetido a
eletroforese neste mesmo tampdo de modo a induzir a migracdo dos fragmentos DNA no
sentido da corrente elétrica. Finalmente as laminas foram coradas em substancias capazes de
se associarem ao DNA, como o nitrato de prata. As laminas entdo foram submetidas a analise
em microscopia oOptica, os nucleotideos contendo o DNA intacto se apresentaram de forma
redonda, enquanto nas células lesadas foi possivel se observar a migracdo do DNA para fora
do nucleo apresentando uma forma similar de um “cometa”.

No teste de micronucleos em linfocitos foi usada uma aliquota de sangue total de cada
individuo que foram adicionadas separadamente ao meio de cultura celular RPMI 1640,
suplementados com soro bovino fetal e antibidtico. Os frascos foram cultivados a 37°C por 44
horas, ap6s este periodo foi adicionado ao meio a citocalasina B e incubado por mais 28
horas. Apds a incubacdo os linfécitos foram colhidos, fixados em uma lamina de microscopia
através de citocentrifuga, corada e analisada em microscopia 6ptica (FENECH, 2007).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste ensaio podem ser analisados nos graficos. Foi encontrada
uma diferenga significativa entre os grupos de individuos para ambos o0s parametros avaliados
indicando o aumento do indice de danos e a frequéncia de danos (figura 1) ao DNA do grupo
exposto em relacdo ao grupo ndo exposto (P<0,0001).
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Fig. 1. Indice de Danos e Frequéncia de danos em células de trabalhadores de minas de carvio
e individuos ndo expostos. Dados significativos em relagdo ao grupo controle *** P <0,0001,;
t-teste ndo pareado.



Os resultados obtidos em relacdo ao Teste de Micronucleo em linfocitos (figura 2)
mostram que trabalhadores nas minas de carvdo de Candiota em comparagao aos individuos
ndo expostos apresentam uma maior frequéncia de microndcleos (P<0,0001) demostrando que
a exposicdo ao carvdo mineral pode ser a responsavel pelos efeitos genotdxicos e mutagénicos
observados.
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Fig. 2. Deteccdo de danos no DNA pelo teste MN em linfécitos de trabalhadores de minas de
carvao e individuos ndo expostos. Dados significativos em relacdo ao grupo controle *** P
<0,0001; t-teste ndo pareado.

Em diversos estudos como Silva et al. (2000) foi observado o aumento do nimero de
micronucleos (MN) e dos niveis de danos ao DNA detectados no Ensaio Cometa de
Ctenomys torquatus (tuco-tuco) de regides mineradoras do Estado do RS, quando comparados
com regides sem carvao. Outros estudos no Brasil também demonstram o efeito danoso do
carvdo em outros organismos, como em moluscos (SOUZA et al., 2015). Em é&reas de
mineracdo da Colémbia foram encontrados resultados semelhantes em ratos e camundongos
(Leon et al., 2007). Assim como estes trabalhos, muitos outros demonstraram o efeito danoso
do carvdo e seus derivados em diversas linhagens de células (GRANELLA; CLONFERO,
1992). Estudos como de Rohr et al. (2013) e Léon-Mejia et al. (2011) apresentaram resultados
importantes utilizando testes de genotoxicidade em linfécitos binucleados e em células de
mucosa oral de trabalhadores expostos ao carvdo, onde se pode observar que individuos
expostos ao carvao tiveram aumentos significativos no indice de dano avaliado pelo Ensaio
Cometa, e na frequéncia de micronucleo em Testes de Micronucleos.

Além de danos reparaveis ao DNA também foram encontrados danos irreparaveis nas
células dos individuos expostos, como no caso do aumento da frequéncia de micronucleos.

CONSIDERACOES FINAIS

O carvao mineral apresenta um poder de causar efeitos genotoxicos e mutagénicos nas
células do organismo humano. Esta afirmacdo pode ser justificada comparando os resultados
da frequéncia de micronucleos e do indice e frequéncia de danos do grupo exposto em ralacédo
ao grupo nao exposto.
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