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RESUMO 

Durante as atividades de mineração de carvão, grandes quantidades de cinzas, 

metais, óxidos e hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (HAP) são liberados ao 

ambiente. As partículas de carvão e cinzas são quimicamente complexas e têm a 

capacidade de interagir com mecanismos celulares e não celulares que desencadeiam a 

ativação de macrófagos, células epiteliais e fibroblastos, a liberação de espécies 

reativas de oxigênio (ERO) e expressão de citocinas. O objetivo do presente estudo foi 

avaliar a citotoxicidade e genotoxicidade in vitro, e fisiologia respiratoria in vivo, da 

exposição a partículas de carvão e cinzas provenientes de Santa Catarina-Brasil. Foram 

avaliadas quatro amostras, duas de carvão mineral (COAL11 e COAL16) e duas de 

cinzas produto da combustão de cada carvão (CFA11 e CFA16). Particularmente, a 

amostra CFA16 é produto da co-combustão com óleo combustível e óleo diesel. Na 

avaliação in vitro, COAL11, COAL16 e CFA16 foram mais citotóxicas do que a cinza 

CFA11 como avaliado no ensaio clonogênico. A exposição das células V79 às partículas 

de carvão e cinzas induziram lesões primárias no DNA detectadas no ensaio Cometa 

Alcalino. Partículas de COAL16 e CFA16, em maiores concentrações, foram capazes de 

induzir danos oxidativos no DNA em células V79, como demonstrado no ensaio Cometa 

Modificado (FPG e ENDOIII). Nos biomarcadores do ensaio CBMN-Cyt os resultados 

mostraram que as concentrações mais altas de carvão e cinzas induziram efeitos 

citotóxicos e instabilidade cromossômica. In vivo, camundongos BALB/c foram analisados 

24 h após instilação intratraqueal com partículas de carvão e cinzas. Os camundongos 

expostos a partículas de carvão apresentaram rigidez pulmonar e obstruções das vias 

aéreas centrais quando comparado com o grupo controle, nos parâmetros da mecânica 

pulmonar. Quando expostos às partículas de carvão e cinzas, os animais mostraram 

recrutamento de células, principalmente as mononucleares, e expressão de citocinas, 

principalmente TNF-α e IL-1β, quando comparado com o grupo controle. Na histologia, 

não foram encontradas alterações significativas nos alvéolos, nem formação de fibras 

elásticas e colágenas. Resultados no ensaio Cometa Alcalino mostraram efeitos 

genotóxicos significativos em células de sangue periférico nos animais expostos a 

partículas de carvão e cinzas.  As análises dos elementos inorgânicos usando o método 

PIXE, demostraram translocação extrapulmonar de metais ao fígado, baço e encéfalo. 

Comparativamente, de todas as amostras avaliadas, a CFA11 apresentou o maior 

diâmetro no tamanho das partículas como avaliado mediante análise de difração de 

laser. Os resultados demostraram que o processo de combustão altera a toxicidade das 

partículas de carvão, e o uso de combustíveis adicionais dentro do processo de queima, 

como foi o caso da amostra CFA16, muda as caraterísticas das partículas geradas 

quanto ao tamanho e toxicidade das mesmas. Estes resultados in vitro e in vivo estão 

relacionados com os compostos contidos na superfície das partículas, tais como óxidos, 

metais e HAP detectados nas amostras. Este conjunto de dados aportam ao estado do 

conhecimento sobre os riscos da exposição continua a este tipo de partículas. 
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ABSTRACT 

 

During the coal mining activities, large amounts of fly ash, metals, oxides and 

polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) are released to the environment. Coal and fly 

ash particles are chemically complex and are capable of interacting with cellular and 

non-cellular mechanisms that trigger the release of reactive oxygen species (ROS) and 

expression of cytokines from activated macrophages, epithelial cells and fibroblasts. The 

aim of this study was to evaluate the cytotoxicity and genotoxicity in vitro, and 

respiratory physiology in vivo, of exposure to coal and coal fly ash particles from Santa 

Catarina-Brazil. Four samples were collected, two from coal (COAL11and COAL16) and 

two from coal fly ash released during combustion (CFA11 and CFA16). Particularly, the 

CFA16 sample was the product of co-firing with fuel oil and diesel oil. In vitro 

evaluation, COAL11, COAL16 and CFA16 were more cytotoxic than CFA11sample as 

assessed in clonogenic assay. The exposure of V79 cells to coal particles and coal fly 

ash induced primary DNA damage detected in Comet Alkaline test. COAL16 and CFA16 

particles, at higher concentrations, were capable of inducing oxidative DNA damage in 

V79 cells, as demonstrated in the Modified Comet assay (FPG and ENDOIII). Results in 

the biomarkers CBMN-Cyt test showed that higher concentrations of coal and coal fly 

ash particles induced cytotoxic effects and chromosomal instability. In vivo, BALB/c mice, 

were analyzed 24 h after intratracheal instillation with coal and coal fly ash particles. 

The mice exposed to coal particles showed significant rigidity and obstruction of the 

central airways when compared with the control group. In addition, the animals showed 

recruitment of cells, mainly mononuclear cells, and expression of cytokines, particularly 

TNF-α and IL-1β as compared to the control group. Histologically, there were no 

significant alterations in the alveoli, or formation of elastic and collagen fibers. Alkaline 

Comet assay results showed significant genotoxic effects on peripheral blood cells in 

animals exposed to coal and coal fly ash particles. The analysis of inorganic elements 

using the PIXE method demonstrated the efficient metal extrapulmonary translocation 

into the bloodstream to the liver, spleen and brain. When comparing particle size, 

CFA11showed the largest diameter as assessed by analysis of laser diffraction. The 

results showed that the combustion process alters the toxicity of coal particles and the use 

of additional fuel in the firing process, modifies the toxicity and size of the particles, as 

was the case of the CFA16 sample. These results in vitro and in vivo are associated with 

the compounds contained in the surface of the particles, such as oxides, metals and PAH 

detected in these samples. This study contribute to the state of knowledge of the risks of 

continuous exposure of these particles.  

 

 

 

 



XVIII 
 

ESTRUTURA DO TRABALHO 

Este trabalho está dividido da seguinte forma: uma introdução geral, os objetivos 

(geral e objetivos específicos), um capítulo correspondente à primeira fase in vitro, 

desenvolvida no Laboratório de Reparação de DNA de Eucariotos da UFRGS, e outro 

capítulo onde são apresentados os resultados correspondentes à segunda fase, 

realizada in vivo, desenvolvida no Laboratório de Fisiologia da Respiração da UFRJ. A 

seguir, são apresentadas uma discussão geral, as conclusões (geral e específicas), as 

perspectivas, as referências bibliográficas e os anexos. 

A introdução geral apresenta generalidades sobre o carvão, o carvão na 

geração de eletricidade, reservas de carvão ao redor do mundo e no Brasil. São 

também descritos os efeitos biológicos do carvão e das cinzas de carvão, as células 

envolvidas nas principais vias associadas com o desenvolvimento de transtornos 

pulmonares, as partículas de carvão-cinza e a formação de ERO e os agentes 

genotóxicos correlacionados ao carvão e cinzas. 

O Capítulo 1 apresenta um trabalho manuscrito submetido para a revista 

“Environmental Science and Pollution Research”, que abordou os efeitos genotóxicos das 

partículas de carvão e cinzas, usando o ensaio Cometa Alcalino e Modificado e o ensaio 

CBMN-Cyt na linhagem de fibroblastos de pulmão de hamster chinês V79. 

O Capítulo 2 mostra resultados comparativos da inflamação pulmonar aguda, 

mecânica pulmonar, efeitos genotóxicos e translocação extrapulmonar em camundongos 

BALB/c expostos às partículas de carvão e cinzas. 

Em seguida, uma discussão geral aborda os resultados desses dois capítulos, e a 

sua importância para a contribuição científica desse estudo. Por fim, são apresentados a 

conclusão final, as perspectivas do trabalho e os anexos. 

Os Anexos 1 e 2 contêm publicações desenvolvidas durante o doutorado, mas 

que não estão diretamente relacionados ao presente trabalho, e que foram utilizados 

na discussão deste. O Anexo 1 contém o artigo cientifico intitulado “Genetic damage in 

coal miners evaluated by buccal micronucleus cytome assay”, publicado na revista 

“Ecotoxicology and Environmental Safety”, no qual foram avaliados os efeitos 

genotóxicos em células da mucosa oral e concentrações de elementos inorgânicos numa 

população exposta à resíduos de mineração na Guajira – Colômbia. O Anexo 2 é um 

capítulo de livro intitulado “Occupational Exposure to Coal, Genotoxicity and Cancer 

Risk”, aceito pela revista “InTech - Environmental Health Risks”, que apresenta uma 

ampla revisão sobre os mecanismos associados ao desenvolvimento de câncer e outras 

doenças respiratórias e a exposição ao carvão, incluindo diferentes abordagens e 

biomarcadores usados em outros estudos ao nível mundial.  
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I. INTRODUÇÃO 

1. O CARVÃO 

1.1. GENERALIDADES 

O carvão é uma rocha sedimentar que é composta de uma mistura de sustâncias 

químicas orgânicas constituídas por carbono, hidrogênio, nitrogênio, oxigênio e enxofre. 

É um mineral negro e brilhante, formado a partir da vegetação compactada entre os 

extratos da rocha que, ao ficar enterrada, foi alterada pelos efeitos combinados de 

pressão e calor durante milhões de anos. Isto gerou mudanças físicas e químicas na 

vegetação, transformando-a em turba e depois em carvão (Carbunión, 2009).  

 

Tipos de carvão:  

O índice de mudança sofrido por um carvão ao se transformar de turba até 

antracite, conhecido como carbonização, tem uma grande importância nas propriedades 

físicas e químicas, sendo denominado “nível do carvão”. Os carvões de categoria baixa, 

como o lignite e os carvões sub-betuminosos, são normalmente mais macios e 

esmigalháveis, e têm um aspecto mate e terroso. Caracterizam-se por níveis de umidade 

altos e conteúdo em carbono baixo, e seu conteúdo energético também é baixo (Figura 

1). 

Figura 1. Tipos de carvões 

 

Os carvões de nível alto são mais duros e resistentes, e normalmente têm uma cor 

mais negra e vítrea. Contém mais carbono, menos umidade e produzem mais energia. O 

antracite encontra-se no topo da escala, tem um conteúdo superior em carbono e 

energia, e um nível inferior de umidade (Carbunión, 2009; Cerrejón, 2013). 
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1.2. O CARVÃO NA GERAÇÃO DE ELETRICIDADE 

O carvão é um recurso de grande utilidade em todo o mundo (Figura 2). O 

carvão térmico é utilizado nas centrais elétricas para gerar eletricidade e na 

atualidade fornece 41% da eletricidade de todo o mundo. Nas centrais elétricas, o 

carvão é moído antes da queima para que seja obtido um pó fino, o qual aumenta a 

área de superfície, fazendo que se queime mais rapidamente. Nestes sistemas de 

combustão de carvão esfarelado, o carvão em pó é insuflado na câmara de combustão 

de uma caldeira, onde o mesmo queima a uma alta temperatura. Os gases quentes e a 

energia calórica produzida convertem a água que passa por tubos que rodeiam a 

caldeira em vapor (Campbell et al., 2013). 

O vapor de alta pressão é conduzido até a turbina, que contém milhares de pás 

tipo propulsor. O vapor pressiona estas pás, fazendo com que o eixo da turbina gire 

em grande velocidade. Há ainda um gerador montado num extremo do eixo da turbina, 

que consiste de várias bobinas de cabo. A eletricidade é gerada quando estas bobinas 

giram rapidamente num campo magnético forte. Depois de passar pela turbina, o vapor 

condensa e regressa à caldeira para voltar a ser aquecido (Figura 2). 

A eletricidade gerada transforma-se em alta tensão (até 400.000 volts), que é 

utilizada para uma transmissão econômica e eficaz através das linhas de alta tensão 

(Carbunión, 2009; Planete-energies, 2015). 

Figura 2. Conversão do carvão em eletricidade. Adaptado de Carbunión (2009). 

Outros usos do carvão: o carvão é usado na produção de cimento, e é essencial 

para a produção de ferro e aço. Perto de 64% da produção de aço em todo o mundo 

provém do ferro fundido em altos fornos que utilizam carvão. Em vários países, o carvão 

é convertido em um combustível líquido cujo processo se denomina liquefação. O 

combustível líquido pode ser refinado para produzir combustível de transporte e outros 

produtos derivados do petróleo, como plásticos e solventes (Campbell et al., 2013). 
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O carvão também é utilizado em refinarias de alumínio, fábricas de papel e as 

indústrias farmacêuticas. Adicionalmente, os sub-produtos do carvão são utilizados como 

componentes para sabonetes, aspirinas, solventes, corantes, plásticos e fibras, como o 

raiom e o nylon (Cerrejón, 2013). 

 

2. O CARVÃO NO MUNDO 

As reservas mundiais totalizam 847,5 bilhões de toneladas, quantidade 

suficiente para atender a produção atual por 119 anos (Cerrejón, 2013). De acordo 

com dados da International Energy Agency (IEA), o carvão é a fonte mais utilizada para 

geração de energia elétrica no mundo por meio de usinas termelétricas. Em segundo 

lugar, está a aplicação industrial para a geração de calor (energia térmica) (Burt et al., 

2013; International Energy Agency, 2016).   

Como é mostrado na Figura 3, existem reservas de carvão em mais de 70 

países, em todos os continentes, mas as maiores reservas estão localizadas na China, 

Estados Unidos, Rússia e Índia (BP, 2015). 

 

Figura 3. Distribuição das reservas de carvão em 1994, 2004 e 2014. Adaptado de 

BP: British Petroleum Statistical Review of World Energy (2015).  

Segundo dados da British Petroleum (BP) (2015), o consumo mundial do carvão 

cresceu 0,4% em 2014. A Figura 4 mostra a distribuição do consumo mundial de carvão 

mineral, medida em tonelada equivalente de petróleo (tep), utilizada na mensuração do 

poder calorífico (BP, 2015). 
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Figura 4. Consumo mundial de carvão mineral – 2014 (em Mtep). Adaptado de BP. 

British petroleum (2015). 

 

2.1. RESERVAS NO BRASIL 

As reservas brasileiras são compostas pelo carvão dos tipos lignite e sub-

betuminoso. No Brasil, o carvão é encontrado principalmente nos estados do Rio Grande 

do Sul, Santa Catarina, Paraná (ABCM, 2015). Do volume de reservas, o Rio Grande do 

Sul responde por 89,25%; Santa Catarina, 10,41%; Paraná, 0,32% e São Paulo, 

0,02%, como mostrado na Figura 5. 

A maioria do carvão rio-grandense é do tipo betuminoso alto volátil C, enquanto o 

carvão catarinense é do tipo betuminoso alto volátil A, considerado de melhor 

qualidade (Aneel, 2009; ABCM, 2012). 

A abundância das reservas e o 

desenvolvimento de tecnologias de 

“limpeza” e combustão eficiente, conjugados 

à necessidade de expansão dos sistemas 

elétricos e restrições ao uso de outras fontes, 

indicam que o carvão mineral continuará 

sendo, por muitas décadas, uma das 

principais fontes de geração de energia 

elétrica no Brasil. Estima-se que 85% do 

carvão utilizado no Brasil é consumido na 

produção de termoeletricidade, 6% na Figura 5. Volume de reservas no Brasil. 

Adaptado: Agência Nacional de Energia 

Elétrica (Aneel, 2009). 
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indústria cimenteira, 4% na indústria de papel celulose e os restantes 5% nas indústrias 

de cerâmica, de alimentos e secagem de grãos (Aneel, 2009). 

2.1.1. Carvão de Santa Catarina 

No sul do Brasil, os estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul possuem 

importantes jazidas de carvão. A bacia de Santa Catarina é uma bacia intracratônica, 

na qual 1.200 m de rochas sedimentares e vulcânicas foram depositadas em uma base 

gnáissico-granítico (Silva et al., 2009; ABCM, 2012). 

Um constituinte importante do carvão de Santa Catarina é a PIRITA. Pirita é um 

mineral cobre-amarelado com um lustre metálico brilhante. Ela apresenta em sua 

composição química disulfeto de ferro (FeS2) e é o mineral de sulfeto mais comum. 

Ocorre geralmente em pequenas quantidades em rochas ígneas, metamórficas e 

sedimentares (Geology, 2005).  A pirita exposta ao meio ambiente durante o processo 

de mineração e escavação pode reagir com oxigênio e água, produzindo ácido 

sulfúrico e lixiviando o solo. Sua oxidação é exotérmica, podendo levar à combustão 

espontânea dos depósitos de rejeitos nas minas de carvão o qual polui o ar e leva à 

formação de chuva ácida (Hurlbut, 1985, Peterson, 2008). 

A maioria do carvão de Santa Catarina é extraído de minas subterrâneas e é 

usado quase exclusivamente para geração de energia elétrica pelo complexo 

termelétrico (Tractebel Suez) Jorge Lacerda (Figura 6) (Silva and da Boit, 2011). 

 

Este complexo 

termelétrico (Figura 6) é 

a maior planta de 

energia de carvão de 

América do Sul, gerando 

875MW/h de 

eletricidade com um 

consumo de 200000 tons 

de carvão/mês.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Localização da área de mineração de Santa 

Catarina e o complexo termelétrico (Tractebel Suez) Jorge 

Lacerda. Adaptado de Quispe et al., (2012). 
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A usina citada acima produz 80.000 tons/mês de cinzas, das quais 80% são 

cinzas voláteis e 20% são cinzas pesadas. Essa usina é uma das maiores produtoras de 

cinzas do mundo (Silva et al., 2009). A usina queima carvões com conteúdo de enxofre 

menor que 2% do total de S, com 40% de cinzas voláteis e está equipado com 

queimadores low-NOx. Cerca de 98,5% da cinza volátil é capturada por meio de 

precipitadores eletrostáticos (Silva et al., 2010; Quispe et al., 2012). 

 

2.2. IMPACTOS DO USO DO CARVÃO 

O carvão é uma das formas de produção de energia mais agressivas ao meio 

ambiente. Ainda que sua extração e posterior utilização na produção de energia gerem 

benefícios econômicos (como empregos diretos e indiretos, aumento da demanda por 

bens e serviços na região e aumento da arrecadação tributária), o processo de 

produção, da extração até a combustão, provoca significativos impactos 

socioambientais (Aneel, 2009; Burt et al., 2013). 

A ocupação do solo exigida pela exploração das jazidas, por exemplo, 

interfere na vida da população, nos recursos hídricos, na flora e fauna locais, ao 

provocar barulho, poeira e erosão. O efeito mais severo, porém, é o volume de emissão 

de gases como o nitrogênio (N) e dióxido de carbono (CO2) provocado pela combustão. 

Estimativas apontam que o carvão é responsável por cerca de 30% do total de 

emissões de CO2, sendo o principal agente do efeito estufa (Dai et al., 2012; World 

Coal Association, 2016). 

No sul do Brasil existe uma considerável preocupação pela emissão de material 

particulado e a baixa eficiência dos sistemas de controle dessas partículas finas 

(Teixeira et al., 2009). As atividades de processamento do carvão tem sido causa de 

alterações na qualidade do ar de algumas áreas nos estados de Santa Catarina e Rio 

Grande do Sul. Além disso, o depósito desmesurado de cinzas a céu aberto pode expor 

as cinzas pesadas à lixiviação e liberar uma série de contaminantes ao meio ambiente 

(Silva and da Boit, 2011). 

 

2.3. SUBPRODUTOS DO CARVÃO: CINZAS DE CARVÃO  

Antes da combustão, o carvão é pulverizado em moinhos. Posteriormente, com ou 

sem combustíveis secundários, é injetado em forno mediante uma corrente de ar quente 

a alta velocidade, e, estando em suspensão, é queimado a uma temperatura de 1500 

± 2000 ºC, que está acima do ponto de fusão da maioria dos minerais presentes 

(Heidrich et al., 2013). 

A combustão do carvão produz resíduos classificados como escórias, cinzas de 

fundo (pesadas) e cinzas voláteis (leves). As partículas mais finas (cinzas voláteis ou 

também chamadas de coal fly ash) são obtidas por precipitação mecânica ou 

eletrostática do pó em suspensão presente nos gases procedentes da combustão, 

enquanto que as mais grossas (pesadas) caem ao fundo das caldeiras por gravidade  
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(Martinez, 2012; EPA, 2015). As reações que se originam durante a combustão 

dependem do tipo de carvão (grau de carbonização, origem geológica), do tamanho 

do grão do pó, do tipo de caldeira usado e das condições do processo de combustão 

(Martinez, 2012).  

As cinzas voláteis compõem-se principalmente por Sílica (SiO2-S), Alumínio 

(Al2O3-A), óxido férrico (Fe2O3- F), cal (Ca O-C), carvão sem queimar e em menor 

proporção (cerca do 5% em peso): magnésio (MgO), óxido de enxofre (SO3), alcalinos 

(Na2O e K2O e outros elementos traços) (Caballero & Médico, 2013).  

 

3. EFEITOS BIOLÓGICOS DO CARVÃO E AS CINZAS VOLÁTEIS DE CARVÃO (COAL 

FLY ASH-CFA).  

O material particulado (PM) que é gerado na mineração e na combustão do 

carvão é caracterizado pelo tamanho. Estas partículas são classificadas de acordo com 

o seu diâmetro aerodinâmico (em micras) em partículas grossas (PM10), finas (PM 2,5), 

ultrafinas (PM 0,1) e nanopartículas (Cassee et al., 2013; EPA, 2015). Em geral, as 

partículas PM10 depositam-se nas vias aéreas superiores e são eliminadas pelo 

clearance mucociliar ou por processos mecânicos (como tosse ou espirro) e as partículas 

PM 2,5, PM 0,1 e nanopartículas (partículas respiráveis) são mais propensas a atingir o 

parênquima pulmonar (Mazzoli-Rocha et al., 2010). 

Estas partículas, após serem geradas, são quase totalmente espalhadas na 

atmosfera. Devido ao tamanho tão pequeno, estas frações permanecem voando por 

longos períodos de tempo, no qual podem ser inaladas pelos trabalhadores expostos 

ocupacionalmente (CDC-NIOSH, 2012). Dependendo da sua toxicidade, propriedades 

químicas e concentração no ar, as partículas de CFA podem constituir um risco para os 

trabalhadores expostos. Quando as partículas de CFA são inaladas e depositam-se no 

pulmão, podem gerar efeitos na saúde pela lixiviação de compostos genotóxicos e 

alterações dos mecanismos imunológicos, os quais afetam o parênquima pulmonar, 

levado a doenças como bronquite, asma e até câncer (Carbone et al., 2009).  

A toxicidade das partículas de carvão e cinzas geralmente aumentam com a 

diminuição do tamanho da partícula e com a mistura de agentes orgânicos e inorgânicos 

que contribuem na composição das partículas, como os metais e hidrocarbonetos 

aromáticos policíclicos (HAP) (Bonner, 2004; Donaldson et al., 2005; Sambandam et al., 

2015). 

Especificamente, como a carga de partículas no pulmão aumenta, os macrófagos 

alveolares e células epiteliais são ativados e isso conduz à liberação de mediadores 

inflamatórios, ERO, enzimas (elastases, proteases, colagenases), citocinas (TNF-α, MIP-1) 

e fatores de crescimento (TGF-β) que controlam e estimulam a fibrose, os eventos 

genotóxicos e a morte celular (Borm, 1997; Gilmour et al., 2004; Sambandam et al., 

2015). 
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4. AGENTES GENOTÓXICOS CORRELACIONADOS AO CARVÃO E CINZAS  

4.1. Metais pesados 

O carvão contém diversas quantidades de elementos traço e metais na sua 

composição global, uma vez que é formado pela matéria orgânica comprimida que 

contém praticamente todos os elementos da tabela periódica, incluindo metais pesados. 

Designa-se metal pesado ao grupo de elementos que ocorrem em sistemas naturais em 

pequenas concentrações, apresentam densidade igual ou acima de 5 g/cm3 e são 

elementos que possuem número atômico maior do que 23 (Jaishankar et al., 2014). 

O conteúdo de metais pesados no carvão varia segundo a jazida de carvão e a 

região geográfica. Uma variedade de produtos químicos (na sua maioria metais) estão 

associados com o carvão, seja no carvão diretamente ou nas camadas de rocha que 

estão por cima e entre suas jazidas (Goodell, 2006).  

Muitos dos metais liberados na mineração e na queima de carvão são elementos 

biologicamente tóxicos. Alguns dos elementos químicos mais comumente encontrados nos 

resíduos de carvão e no carvão incluem: Alumínio, Antimônio, Arsênio, Bário, Berílio, 

Cadmio, Cálcio, Cromo, Cobalto, Cobre, Ferro, Chumbo, Magnésio, Manganês, Mercúrio, 

Molibdênio, Níquel, Potássio, Selênio, Prata, Sódio, Estrôncio, Estanho, Tório, Vanádio, 

Zinco (Goodell, 2006; Toppin, 2009). 

 

MECANISMOS DE GENOTOXICIDADE DOS METAIS: Apesar das diversas 

propriedades físico-químicas dos metais, vários mecanismos predominantes sobressaem 

e parecem ser comuns a alguns metais: (1) inibição do sistema de reparo do DNA, 

resultando em instabilidade genômica e acúmulo de mutações; (2) inibição de defensas 

antioxidantes; (3) ativação de sinalização mitótica (4) modulação de expressão gênica 

(Figura 7). (Beyersmann and Hartwig, 2008; Leffa & Andrade, 2009).   

 A atividade biológica e a toxicidade de alguns metais também são 

influenciadas em grande parte por sua capacidade de mudar seu estado de oxidação 

pela oxidação (perda de elétrons) e redução (ganho de elétrons). Os metais de 

transição são eletronicamente estáveis em mais de um estado de oxidação. Como 

resultado desta propriedade, os metais de transição desempenham importantes papeis 

na catálise de reações de oxidação biológica. Metais de transição como Fe e Cu têm 

sido amplamente estudados devido ao seu envolvimento em muitos processos de 

doenças pulmonares e não pulmonares, em virtude da sua capacidade de aumentar a 

produção de ERO. A disponibilidade biológica e a absorção de metais são 

influenciadas em grande medida pela sua solubilidade em água e lipídeos, mas, ainda 

mais importante pela sua solubilidade em fluidos biológicos, que contêm uma variedade 

de ligantes orgânicos, os quais facilitam o seu transporte pela circulação sanguínea 

(Bresgen and Eckl, 2015).  
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Figura 7. Principais mecanismos de carcinogenicidade de metais. Adaptado de Ercal 

et al., (2001); Jaishankar et al., (2014). 

Sabe-se que os metais redox ativos como o Fe, Cu, Cr, Co e outros sofrem 

reações cíclicas redox e possuem a capacidade de produzir radicais ativos tais como o 

radical ânion superóxido e óxido nítrico em sistemas biológicos (Jomova & Valko, 2011).   

Além disso, a reação oxidativa de Fenton depende da catálise de metais, 

principalmente de Fe, assim como também de Co, Cr e V. Via reação de Fenton, são 

produzidos radicais altamente reativos tais como o radical hidroxila (OH•), o qual surge 

como um produto da reação entre superóxido, e H2O2, catalisado principalmente por 

Fe2+ ou Fe3+ (Jomova & Valko, 2011; Sharma et al., 2012).   

 

Reação de Fenton (Fe2+ + H2O2         Fe3+ + HO•  +  HO- ). 

 

Por outro lado, os metais redox inativos, tais como Cd, As, Hg e Pb mostram seus 

efeitos tóxicos pela união de grupos sulfidrila das proteínas e a depleção da glutationa 

(Jomova & Valko, 2011). Como consequência da geração de oxidantes, acontece 

aumento da peroxidacão lipídica, dano no DNA, e homeostase alterada do cálcio e 

sulfidrila (Angelé-Martínez et al., 2014). Estudos relatam que a atividade da proteína 

de reparo O6–alquilguanina-DNA alquiltransferase é inibida por um grande número de 

íons metálicos, que incluem Cd, Cu, Hg, Zn e Ag. Esta inibição é provavelmente devida à 

interação dos metais com os resíduos de cisteína na proteína (Hernández-Franco et al., 

2009). 
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Pesquisas sugerem que a exposição ao Cd resulta em uma diminuição dos níveis 

de expressão da 8-oxoguanina DNA glicosilase (OGG1), como resultado da atenuação 

na união do fator de transcrição SP1 ao promotor de hOGG1 (Giaginis et al., 2006), 

enquanto que o Cr, dependendo da concentração, inibe a expressão de OGG1 em 

células humanas. Também se sabe que o Cr induz a inibição ou ativação da DNA 

polimerase como resultado da formação de adutos DNA-DNA (Hodges and Chipman, 

2002). O Cd e o Ni suprimem a remoção do dano oxidativo no DNA que é reconhecido 

pela Formamidopirimidina-DNA glicosilase (Fpg), o que sugere a sua inibição (Hartwig 

et al., 2002).  

Adicionalmente, as células fagocíticas podem ser outra fonte importante de ERO 

em resposta a íons metálicos. Vários estudos têm sugerido que a capacidade de gerar 

ERO por ciclo redox de quinonas e compostos relacionados, podem requerer íons 

metálicos. Os íons metálicos podem aumentar a produção do fator de necrose tumoral 

alfa (TNF-a) e ativar a proteina cinase C, assim como induzir a produção de proteínas 

de estresse (Knaapen et al., 2004; Bonner., 2007; Beyersmann and Hartwig, 2008). Por 

tanto, alguns dos mecanismos associados com a toxicidade de íons metálicos são muito 

similares aos efeitos produzidos por muitos xenobióticos orgânicos. As diferenças 

específicas na toxicidade de íons metálicos podem estar relacionadas com diferenças na 

solubilidade, capacidade de absorção, transporte, reatividade química e complexos 

que se formam dentro do organismo (Ercal et al., 2001; Jaishankar et al., 2014). 

 

4.2. Hidrocarbonetos Aromáticos Policíclicos (HAP) 

A combustão do carvão resulta num aumento na concentração de poluentes, tais 

como o dióxido de enxofre, óxidos de nitrogênio, mercúrio e HAP na atmosfera (Chen et 

al., 2004; Micic et al., 2007). As combustões espontâneas que acontecem nos centros de 

armazenamento do carvão convertem-se em uma das principais fontes de geração de 

HAP. Dentre os HAP relacionados com mineração do carvão, estão benz[a]antraceno, 

crisene, benzo[a]pireno, indeno[1,2,3-c,d]pireno e benzo[g,h,i]perileno (Achten and 

Hofmann, 2009). Muitos destes são liberados para a atmosfera, onde formam misturas 

complexas que são potencialmente perigosas se são levados em conta os efeitos 

aditivos e sinérgicos.   

Os HAP constituem uma família de compostos caracterizada por possuírem dois 

ou mais anéis aromáticos condensados (Figura 8). Estas substâncias, bem como os seus 

derivados nitrados e oxigenados, têm ampla distribuição e são encontrados como 

constituintes de misturas complexas em todos os compartimentos ambientais (Achten & 

Hofmann, 2009). 

Dezesseis dos HAP existentes são particularmente tóxicos e cancerígenos, e por 

isso são definidos pela Agencia de Proteção Ambiental de Estados Unidos (US EPA) 

como poluentes prioritários (Laumann et al., 2011). Os seres humanos encontram-se 

expostos pela inalação, ingestão e absorção dérmica. A ligação entre a exposição 

humana às misturas complexas de HAP e o desenvolvimento de doenças como o câncer, 

e doenças respiratórias e cardiovasculares têm sido descritas (ATSDR, 1995; Pope et al., 
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2002; IARC, 2010). Apesar das similaridades estruturais, os HAP podem variar muito no 

seu potencial cancerígeno. A IARC classificou alguns destes compostos como 

carcinogênicos (grupo 1) ou provável carcinógeno (grupo 2A) para humanos, tendo 

como exemplo benzo[a]pireno e dibenzo[a,h]antraceno, respetivamente (IARC, 2010).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Exemplos de alguns HAP comumente estudados. Adaptado de Jarvis et al., 

(2014). 

 

Quando os HAP são absorvidos no corpo, são metabolizados por vários órgãos 

(incluindo o fígado, rins, pulmões), são excretados na bílis, urina ou leite materno e 

armazenados em uma quantidade limitada no tecido adiposo. As principais vias de 

exposição são inalação, ingestão e contato dérmico. A característica lipofílica dos HAP 

permite a fácil penetração nas membranas celulares (Yu et al., 2011). O metabolismo 

posterior torna os HAP mais solúveis em água, tornando mais fácil que sejam eliminados 

pelo corpo. Porém, os HAP também podem ser convertidos em metabólitos mais tóxicos 

ou carcinogênicos (Jarvis et al., 2014).  

Após a exposição, estas moléculas induzem a expressão de enzimas 

metabolizadoras da fase I e II, incluindo redutases aldo-cetona, citocromo P-450, 

catechol-O-methyltransferase, epóxido hidrolase, peroxidases, glutathiona S-

transferases, N-acetyltransferases, sulfotransferases e outras enzimas que catalisam 

reações de conjugação (Jarvis et al., 2014). 

HAP, MECANISMOS DE DANO NO DNA: os HAP sofrem ativação metabólica 

para diol-epóxidos, os quais ligam-se covalentemente ao DNA. Depois, eles formam 

adutos ou induzem estresse oxidativo que geram mutações. Se os mecanismos de reparo 

do DNA são alterados pela taxa de formação de adutos, o resultado é uma 

acumulação de mutações no DNA que podem levar a carcinogênese. Na figura 9 é 

mostrado um exemplo da formação de adutos com o DNA depois da exposição a 

benzo[a]pireno. Vários estudos indicam que o número de adutos formados está 

relacionado com o grau de exposição ao HAP. De fato, tem sido descrito que a 
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exposição a HAP ativa os genes envolvidos na apoptose, controle do ciclo celular e 

reparo do DNA (Castorena-Torres et al., 2008). Além disso, estudos moleculares têm 

revelado que adutos no DNA bloqueiam a atividade da polimerase na replicação, 

contribuindo para o aumento de danos no DNA pela redução da atividade de 

reparação (Hsu et al., 2005). 
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 Figura 9. Vias do metabolismo, geração de ERO e formação de adutos com o 

DNA depois da exposição a benzo[a]pireno. Adaptado de Singh et al., (2007). 

Tem sido relatado que derivados BaP possuem a capacidade para entrar nos 

ciclos redox e induzir a produção de ERO, causando o estresse oxidativo (An et al., 

2011). Os radicais-cations BaP são precursores de 6-OH-de BAP. A auto-oxidação 

deste derivado pode resultar na formação de BAP quinonas, tais como 6, 12, e 1,6-e 

3,6-BAP diol (Briedé et al., 2004; Singh et al., 2007) (Figura 17). Estes metabólitos 

podem sofrer ciclo redox para seus correspondentes BAP dióis e produzir ERO como o 

superóxido, que são então convertidos em radicais hidroxila através da reação de 

Haber-Weiss. Os radicais livres reagem com guanina e causam danos no DNA, incluindo 

a produção de 7-hidro-8-oxo-20-desoxiguanosina (8-oxo-dG) (Bonner et al., 2005; 

Singh et al., 2007).    

A falha dos mecanismos de reparação e constante exposição à HAP podem 

induzir mutagênese nas células. Estas mutações estão presentes em vários genes, 

incluindo os que participam na sobrevivência celular. Em particular, mutações em p53 

estão associadas com risco de carcinogênese em indivíduos expostos a HAP. Uma vez 

que a proteína p53 é um fator de transcrição que regula proliferação celular, 

diferenciação, apoptose e reparação do DNA, as mutações induzidas nesta importante 



15 
 

proteína podem levar a graves danos nas células e genes (Mordukhovich et al., 2010). 

Na Figura 10, estão resumidos os tipos de danos causadas por misturas complexas de 

HAP. 

Carcinogênese dos HAP: a formação de adutos em genes relacionados com a 

reparação do DNA não é o único mecanismo por meio do qual os HAP podem induzir 

carcinogênese. Um perigo adicional da exposição aos HAP é a sua semelhança com 

hormônios esteróides, o qual permite aos HAP a capacidade de ativar os receptores de 

estrogênio (ER) e do metabolismo (Bekki et al., 2013). 

No entanto, o mecanismo mais importante de carcinogênese é um sistema de 

reparo do DNA deficiente em genes chaves envolvidos no controle do ciclo celular. A 

exposição crônica à HAP está relacionada com uma alta taxa de mutagênese e é 

provável que o dano no DNA seja acumulativo. Vários estudos têm associado à 

exposição crônica ocupacional dos HAP a vários tipos de câncer, incluindo o câncer de 

bexiga, pulmão, rim, fígado e mama (Shen et al., 2006; Karami et al., 2011; Muñoz & 

Albores, 2011).  

 

Figura 10. Danos genotóxicos causadas por misturas complexas de HAP. Uma 

grande variedade de danos de DNA, incluindo quebras simples, formação de adutos, 

dano oxidativo e sítios abásicos resultantes de depurinação podem ocorrer depois da 

exposição a misturas complexas de HAP. A resposta a este dano estimula a sinalização 

de dano ao DNA. O Dano no DNA tolerável pode levar a outras respostas, incluindo a 

parada do ciclo celular e reparação do DNA, enquanto que o dano ao DNA 

excessivo/irreparável pode levar à apoptose. Ambos os cenários são considerados 

respostas positivas, uma vez que impedem o processo cancerígeno. As mutações podem 

ocorrer como resultado de danos no DNA não reparados ou indevidamente reparados, 
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ou erros na transdução de sinal, e são um resultado negativo ao promover e acelerar o 

processo carcinogênico. Adaptado de Jarvis et al., (2014). 

 

4.3. Sílica (Quartzo) 

O silício (Si) é o segundo elemento mais abundante na terra, ao lado do 

carbono. Um átomo de Si combinado com dois átomos de oxigênios forma dióxido de 

silício ou sílice (SiO2). O dióxido de silício é o componente principal da areia. O quartzo 

é uma das formas cristalinas do silício existente na natureza, que pode também ser  

encontrada em outras formas cristalinas, tais como a tridimita, a cristobalita e a trípoli, 

ou na forma amorfa como a sílica gel ou a sílica coloidal. A sílica livre cristalizada, cuja 

forma mais conhecida é o quartzo, é a sílica cristalina não combinada com nenhum 

elemento químico (Mason and Thompson, 2010). 

É conhecido que o pó de carvão contém até 10% de quartzo. O quartzo faz 

parte de uma matriz de carbono que influencia claramente as propriedades intrínsecas 

tanto do carvão quanto das cinzas. A presença de quartzo nas cinzas de carvão pode 

ser atribuída aos resíduos de grãos de quartzo no carvão que não sofreram fusão 

durante o processo de combustão. A presença de quartzo nas cinzas é menor que no 

carvão mineral, sugerindo que algo do quartzo reagiu durante a combustão e foi 

incorporado dentro da matriz vítrea (Silva et al., 2010).  

A inalação da forma cristalina da sílica tem sido historicamente associada com o 

desenvolvimento de uma severa doença respiratória, a silicose, a qual é uma 

pneumoconiose pulmonar caracterizada pela proteinose alveolar e fibrose difusa 

resultante na função pulmonar restritiva progressiva (Hamilton et al., 2008). Existe 

evidência que a exposição à sílica pode estar associada ao desenvolvimento de 

doenças autoimunes, tais como esclerodermia (esclerose sistêmica), artrite reumatoide, 

enfermidade renal crônica e lúpus, enquanto que algumas formas de sílica cristalina 

podem causar câncer de pulmão (IARC, 1997; Pelucchi et al., 2006). O mecanismo de 

ação molecular ainda não está claro e não está esclarecido se um único mecanismo 

constitui a base de todas as doenças antes mencionadas. Porém, a inflamação severa, 

produto da exposição crônica às partículas de sílica, parece ser um passo comum na 

patogênese delas (Hamilton et al., 2008).  
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5. CÉLULAS ENVOLVIDAS NAS PRINCIPAIS VIAS ASSOCIADAS COM O 

DESENVOLVIMENTO DE TRANSTORNOS PULMONARES 

A importância do papel das partículas de carvão e cinzas em doenças do trato 

respiratório, assim como em outros órgãos alvo, e a sua relação com alguns tipos de 

câncer como, por exemplo, o câncer gastrointestinal, é objeto de debate permanente há 

décadas (Jenkins et al., 2013; Diabaté et al., 2011). 

Dados sobre os efeitos dos pós e cinzas de carvão têm sido obtidos de estudos in 

vitro (Voelkel et al., 2003; Diabaté et al., 2011) e estudos em animais (Gilmour et al., 

2004; Magnani et al., 2013). Porém, estudos epidemiológicos ou de biomonitoramento 

de trabalhadores de carvão constituem uma fonte de dados de extrema importância na 

avaliação do risco e dos efeitos da exposição ocupacional a partículas de carvão (Rohr 

et al., 2013; León-Mejia et al., 2014).   

Os mecanismos para explicar o destino das partículas nas vias respiratórias têm 

sido revisados em várias pesquisas (Linak et al., 2007; Cohen et al., 2008). Fatores 

importantes incluem propriedades intrínsecas da partícula (químicas e morfológicas), 

assim como fatores no hospedeiro, que incluem o volume pulmonar, taxa de respiração e 

profundidade. Estudos em animais e também em biopsias humanas têm sido a base de 

um contínuo debate sobre os parâmetros cruciais da toxicidade da partícula, a qual 

inclui aspectos como a durabilidade da partícula e a lixiviação, deposição de partículas, 

translocação e remoção de partículas através da linfa mucociliar e intersticial (nodos 

linfáticos) (Knaapen et al., 2004; Schmid et al., 2009). 

A deposição de partículas de carvão ou cinzas atingem duas células alvo 

principais: macrófagos e células epiteliais. Como consequência, outras células, como 

também componentes intersticiais, podem ser afetados (Schins and Borm, 1999; 

Knaapen et al., 2004) como é mostrado na Figura 11.  

5.1. Macrófagos  

Os macrófagos são células fagocíticas mononucleadas presentes no tecido 

conectivo dos vertebrados. São células extremamente versáteis devido ao papel que 

têm na apresentação e processamento de antígenos, na produção de moléculas com 

atividade biológica, por exemplo, citocinas e fatores de crescimento, e no metabolismo 

de lipídeos. Estas células caracterizam-se pela sua capacidade de fagocitar e 

degradar material particulado (Hirota and Ter, 2012). 
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Figura 11. Principais vias associadas com o desenvolvimento de transtornos 

pulmonares induzidos por partículas de carvão. As células alvo primárias de 

partículas de pó de carvão inaladas são macrófagos e células epiteliais. Os macrófagos 

ativados (fagocitose, toxicidade) produzem quantidades excessivas de espécies reativas 

do oxigênio (ERO) e citocinas. As ERO podem ser adicionalmente geradas por 

mecanismos independentes à via celular devido a propriedades químicas intrínsecas de 

partículas de carvão (por exemplo presença de radicais na superfície ou de ferro). As 

células epiteliais e fibroblastos, os quais são os principais produtores de componentes 

da matriz extracelular (ECM), incluindo colágeno, proteoglicanos e fibras elásticas, são 

também conhecidos por produzir citocinas e ERO depois da estimulação. Adicionalmente, 

as células fagocíticas (neutrófilos, monócitos/ macrófagos) podem ser recrutados 

mediante quimiocinas produzidas pelos macrófagos alveolares ou também células 

epiteliais, e podem amplificar a produção local de ERO e citocinas. Ambas, ERO e 

citocinas, podem causar dano ou proliferação do tecido epitelial local e mesenquimal, o 

que pode ter consequências na morfologia do tecido pulmonar e deposição de 

componentes da ECM. A formação e degradação da ECM podem também ser afetadas 

por ERO e pelas proteases e antiproteases produzidas por vários tipos de células no 

tecido circundante. O tecido local também contém fatores antioxidantes para fazer 

frente a ERO, tal como no fluido de recobrimento epitelial e nas células alvo, e citocinas 

antagonistas presumivelmente atuando como mecanismos feedback anti-inflamatório. 

Adaptado de Schins & Borm, (1999). 
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Os macrófagos alveolares são considerados células chaves em relação às 

doenças pulmonares induzidas pelo pó mineral, tais como a pneumoconiose, silicose ou 

asbestose (Castranova and Vallyathan, 2000). O importante papel dos macrófagos 

alveolares (e intersticiais) na eliminação de partículas baseia-se em várias observações, 

como o fato do número de macrófagos alveolares nos pulmões aumentar em pessoas e 

animais cronicamente expostos a partículas minerais, a fagocitose resultar em um 

aumentado estado de ativação do macrófago e, durante a sua ativação, uma ampla 

gama de produtos incluindo oxidantes, lipídeos bioativos, citocinas, fatores de 

crescimento, proteases e antiproteases poderem ser liberados. Várias células 

pulmonares podem atuar como alvos para estes mediadores, incluindo fibroblastos, 

células epiteliais e células endoteliais, e, além disso, todos estes tipos de células podem 

liberar mediadores secundários (Castranova & Vallyathan, 2000) (Figura 7). Por último, 

a fagocitose de macrófagos representa a fase lenta de remoção de partículas, que 

pode ser saturada rapidamente, causando uma sobrecarga de partículas (Oberdörster, 

1995) e afetando grandemente o parênquima pulmonar.   

 

5.2. Células epiteliais 

O epitélio das vias respiratórias é uma barreira mucosa pseudo-estratificada, 

que consiste em vários tipos de células situadas de forma adjacente, fortemente 

aderidas entre si, com escassa matriz extracelular e relacionadas com o tecido 

conjuntivo através da membrana basal (Fröhlich & Salar-Behzadi, 2014). O tecido 

epitelial constitui uma barreira de defesa contra as agressões ambientais e a infecção, 

proporcionando não somente uma barreira mecânica e física para impedir a entrada 

de partículas estranhas, mas também por sua capacidade para orquestrar as respostas 

imunes inatas e adaptativas (Camelo et al., 2014). 

As células epiteliais também produzem vários componentes da matriz 

extracelular, tais como laminina, colágeno IV e fibronectina, os quais são importantes 

componentes da membrana basal, e também secreta vários produtos no lume do trato 

respiratório, incluindo mucos e proteínas surfactantes (Sziksz et al., 2015). 

A superfície das vias respiratórias inferiores, onde tem lugar o intercambio de 

gases, está coberta principalmente por dois tipos de células do epitélio alveolar: células 

epiteliais alveolar tipo I (ATI), as quais cobrem 90% da superfície das vias 

respiratórias devido ao seu fenótipo aplanado e cuja função principal é o intercambio 

de gases (Figura 12); e as células epiteliais alveolares (ATII), que são as mais 

abundantes e cuja função é manter o espaço alveolar pela secreção de vários tipos de 

proteínas, agentes tensoativos e outros componentes da ECM (Serrano-Mollar, 2012). 

 

 



20 
 

 

Figura 12. Células do epitélio. O epitélio de pulmão adulto é composto por diversos 

tipos de células. O epitélio traqueobronquial forma uma camada pseudoestratificada 

que consiste em células ciliadas e células secretoras (Clara) e Células Gobelet. Abaixo 

desta camada, as células basais humanas (que acredita-se que são as células 

progenitoras epiteliais) estão presentes em grande número. Células neuroendócrinas 

também podem estar presentes e tornam-se inervadas por células ganglionares. 

Acredita-se que possuem o papel de regulação da proliferação e diferenciação celular. 

Os bronquíolos respiratórios levam aos alvéolos, que na sua maioria estão alinhados por 

células alveolar tipo I (ATI) e células tipo II (ATII). Adaptado de Camelo et al., 

(2013). 

Além das ações de fatores derivados dos macrófagos sobre o epitélio, as células 

epiteliais podem interagir diretamente com partículas depositadas e isto pode resultar 

num dano reversível ou irreversível no epitélio. Estas células representam a principal 

barreira para a entrada no corpo. Devido a sua localização e função, as células 

epiteliais são um dos principais alvos do PM, e o impacto sobre estas células inclui 

inflamação, citotoxicidade e genotoxicidade (Davies, 2014). 

No caso específico dos efeitos biológicos produzidos por partículas de carvão, 

estes começam quando as partículas entram em contato com o epitélio respiratório, onde 

podem ser absorvidos e entrar na circulação sistêmica ou podem ser submetidos ao 

clearance mucociliar. O clearance mucociliar é o mecanismo pelo qual os cílios das células 

epiteliais bronquiais eliminam as partículas capturadas no muco das vias respiratórias 

(Figura 13). Alternativamente, as partículas podem ser ingeridas por macrófagos 

localizados na barreira ar-sangue ou podem ser metabolizadas. A magnitude destes 

processos é dependente do tamanho da partícula. Outros fatores importantes são a 
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agregação, forma, material, cristalinidade, carga superficial e a hidrofilia da superfície 

das partículas (Fröhlich & Salar-Behzadi, 2014). 

 

Figura 13. Destino das partículas inaladas. As partículas inaladas são conduzidas às 

vias respiratórias (epitélio bronquial) e os alvéolos, podendo ser absorvidas através do 

epitélio bronquial e entrar na circulação sistêmica ou removidas do epitélio bronquial 

pelo clearance mucociliar e ser depois absorvida no trato gastrointestinal (GIT). Via de 

absorção: setas pretas; vias de metabolização e excreção: setas azuis. Adaptado de 

Fröhlich & Salar-Behzadi, (2014). 

Na bronquite, as células epiteliais bronquiais podem ser afetadas. As 

hiperplasias das células produtoras de muco e glândulas nas paredes dos brônquios 

podem levar ao aumento da produção de muco, assim como à disfunção das células 

ciliadas, resultando em uma remoção mucociliar prejudicada (Schins & Borm, 1999). 

Estudos deixam evidente que as células bronquiais e as células epiteliais alveolares 

possuem um papel muito ativo na toxicidade das partículas, uma vez que estas células 

têm importantes funções imunoinflamatórias. De fato, vários dos produtos tipicamente 

liberados pelas células inflamatórias, tais como ERO e citocinas, são também produzidas 

ou secretadas em certa medida pelas células epiteliais do pulmão (Sager et al., 2008). 

5.3. Fibroblastos 

Os fibroblastos não são uma população homogênea de células, e sim 

morfologicamente heterogêneos, com diferentes aparências, dependendo de sua 

localização e atividade. Os fibroblastos sintetizam glicosaminoglicanos e colágeno da 

matriz extracelular (ECM), e são responsáveis pela síntese de todas as fibras do tecido 

conjuntivo, incluindo a reticular, de colágeno e elásticas (Figura 14 e 15) (Kendall and 

Feghali-Bostwick, 2014). 
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Os macrófagos ativados e outros tipos de células, incluindo neutrófilos e células 

epiteliais, liberam vários fatores que estimulam a quimiotaxia nos fibroblastos, 

crescimento, proliferação e/ou produção de colágeno. Na fibrose pulmonar, os 

fibroblastos intersticiais são considerados efetores celulares chaves. Isto também pode 

ser o caso da fibrose induzida pelo carvão e outros tipos de pó, uma vez que o 

desenvolvimento da fibrose caracteriza-se pela substituição do parênquima pulmonar 

normal pela matriz de colágeno, sendo os fibroblastos pulmonares a principal fonte de 

colágeno e outros componentes da matriz intersticial (Ancochea et al., 2004). 

 

5.4. Células inflamatórias recrutadas 

Quando existe deposição de partículas no pulmão, as células inflamatórias, tais 

como os monócitos periféricos sanguíneos ou neutrófilos, podem ser recrutados do 

sangue periférico, por fatores liberados mediante a ativação de macrófagos 

alveolares, ou também por outras células pulmonares (células epiteliais, fibroblastos, 

endotélio) (Grommes and Soehnlein, 2011). 

O recrutamento de neutrófilos pode conduzir a um aumentado e persistente 

estado inflamatório na região alveolar, o qual é conhecido como alveolite (Trujillo et al., 

2013). Além do dano direto por partículas, as células epiteliais alveolares podem 

chegar a ser significativamente prejudicadas por uma variedade de fatores produzidos 

por estas células inflamatórias, incluindo ERO e proteases (Grommes and Soehnlein, 

2011). Seja pela ação direta das partículas ou pela ação indireta (por exemplo, 

proteases, ERO), o epitélio alveolar pode ser destruído e/ou remodelado. O consumo 

de oxigênio pode ser afetado pela perda de células alveolares funcionais de tipo I e 

sua substituição por células proliferativas de tipo II ou fibroblastos, levando à fibrose 

alveolar (Camelo et al., 2014). 

 

 

Figura 14. Funções dos fibroblastos 
Figura 15. Estrutura do tecido conetivo 
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6. MECANISMOS E MEDIADORES 

Os mecanismos de toxicidade de partículas de carvão e cinzas podem ser 

arbitrariamente subdivididos em várias vias que envolvem a produção de ERO e a 

proteção antioxidante, a expressão e liberação de citocinas, fatores de crescimento e 

produtos relacionados, tais como eicosanoides e receptores de citocinas. Estas vias estão 

baseadas sobre conceitos chaves da ativação de macrófagos e inflamação pulmonar, e 

são considerados mediadores cruciais nos efeitos respiratórios que são observados na 

exposição crônica às poeiras minerais (Refsnes et al., 2006). 

6.1. Redes de citocinas 

As citocinas regulam a função de todas as células nucleadas, são multifuncionais 

e participam numa ampla gama de eventos biológicos, incluindo inflamação, 

metabolismo, crescimento celular e diferenciação, morfogênese, fibrogênese e 

homeostase (Zhang and An, 2007). Além das células do sistema imune, as principais 

fontes de citocinas no pulmão são células epiteliais, células endoteliais e fibroblastos.   

No campo de pesquisa sobre partículas, as citocinas atualmente são 

consideradas importantes mediadores dos efeitos tóxicos e patogênicos observados em 

humanos expostos às poeiras minerais (Rimal et al., 2005; Bonner, 2007). Várias 

citocinas têm sido estudadas em relação às partículas de carvão e cinzas de carvão, 

incluindo Fator de necrose tumoral-α (TNFα), Fator de crescimento transformante beta 

(TGF-β), Interleukina-1 (IL-1), Interleukina-6 (IL-6) e Fator de crescimento derivado de 

plaquetas (PDGF) (Vallyathan et al., 1998; Schins & Borm, 1999; Ates et al., 2011). 

Além disso, vários outros fatores podem ser liberados das células inflamatórias, e 

também de outras células pulmonares, em resposta à exposição de poeiras minerais. 

Entre estes fatores estão eicosanoides, tais como prostaglandina-E2 (PGE2), tromboxano 

A2 (TXA2) e leucotrieno B4 (LTB4) e moléculas de adesão, tais como as Intercelular-I 

(ICAM-I) (Demers et al., 1993; Church and Robinson, 2012).  

A classificação das citocinas levando em consideração doenças das vias 

respiratórias é mais adequada. Dentre destas, são consideradas as categorias citocinas 

pró inflamatórias, citocinas derivadas de células T, citocinas quimoatraentes 

(quimiocinas) para eosinófilos, neutrófilos, monócitos/macrófagos e células T, citocinas 

anti-inflamatórias e fatores de crescimento (Tabela 1) (Chung, 2001; McInnes, 2008). 

TABELA 1. TIPOS DE CITOCINAS 

Categoria  Citocinas  

Linfoquinas  IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 
Fatores quimotáticos para neutrófilos Quimiocinas CXC (IL-8, GRO-α, ENA-78), IL-1, TNF, 

IL-17 
Eosinófilos  Quimiocinas CC (eotaxina, RANTES, MCP-4), GM-

CSF 
Monócitos/macrófagos MCP-1, MIP-1α, RANTES 
Células T IL-16 (CD4+), MIP-1α (CD8+), STCP-1 (Th2), 

RANTES (memoria), MCP-1 
Proinflamatórias  IL-1β, TNF-α, IL-6 
Antiinflamatórias  IL-10, IL-1RA, IFN-γ 
Fatores de crescimento TGF-β, PDGF, EGF, IGF 
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IL: interleucina; GRO- α: oncogene α relacionado com crescimento; ENA-78: ativador de 

neutrófilo 78 derivado de células epiteliais; TNF: fator de necrose tumoral; RANTES: ativação 

regulada, células T normais expressas e secretadas; MCP: proteínas quimotáticas de monócitos; 

GM-CSF: fator estimulante de colônias de macrófagos e granulócitos; MIP-1 α: proteína 1α 

inflamatória de macrófagos; STCP-1: proteína-1 quimoatraente estimulada por células T; Th2: 

células helper T-tipo 1; IL-1RA: receptor antagonista IL-1; IFN-γ: interferon gamma; TGF-β: 

fator de crescimento transformante β; PDGF: fator de crescimento derivado de plaquetas; EGF: 

fator de crescimento epidermal; IGF: fator de crescimento parecido a insulina. Adaptado de 

Chung (2001). 

Fator de necrose tumoral-α e receptores (TNF-α) 

TNFα é uma proteína de 17 kDa predominantemente liberada por macrófagos e 

monócitos, mas que também pode ser produzida por outras células, tais como os 

neutrófilos e linfócitos. A liberação de TNFα é aumentada por vários agentes, incluindo 

ERO e várias citocinas, tais como interferon-γ (INF γ) e IL-1. O gene TNF-α humano está 

localizado no cromossoma 6, unido ao gene que codifica para o Fator de Necrose 

Tumoral-β, próximo à região do Complexo Maior de Histocompatibilidade (MHC) (Khan, 

2008). Efeitos importantes de TNF-α incluem a indução do crescimento de fibroblastos, 

liberação de colagenase e PGE2, expressão de moléculas de aderência de neutrófilos, 

aumento da produção de ERO pelos neutrófilos, macrófagos e fibroblastos, e a indução 

da expressão de antioxidantes. TNF-α é um agente quimiotáctico para neutrófilos e 

também para monócitos (Bonner, 2007).  

Existem dois tipos de receptores de TNF, TNF-R1 (CD120a ou P55) e TNF-R2, os 

quais estão envolvidos em processos inflamatórios e pertencem à superfamília de 

receptores de TNF. Estes receptores são proteínas transmembrana com domínios 

intracelulares que carecem de atividade enzimática intrínseca e, em consequência, 

requerem proteínas citoplásmicas que ajudam a iniciar as vias de sinalização. TNF-R1 

possui um domínio de morte intracelular e TNF-R2 interage com moléculas da família do 

fator 2 associado ao receptor (TRAF). Após a união de TNF-α aos seus receptores, 

acontece a indução de duas vias de sinalização intracelular. Uma via conduz à 

transcrição de outros genes, e outra via conduz à morte celular e apoptose. Os dois 

principais fatores ativados por TNF-α são AP-1 e NF k-B (Khan, 2008). 

O TNF-α liberado pelos macrófagos tem sido observado em resposta a vários 

tipos de poeiras minerais. Estudos demostram o papel do TNF-α e mediadores na 

indução de fibrose pela exposição ocupacional às partículas e cinzas de carvão, nos 

quais a liberação de TNF-α pelos macrófagos alveolares se mostra aumentada (Lee et 

al., 2010). Além do TNF-α ser considerado um fator crucial na pneumoconiose, vários 

autores têm demostrado a importância do TNF-α na gênese da doença nos diferentes 

estágios da doença (Lee et al., 2010; Ulker et al., 2008). 

A grande e relativamente estável variação individual na liberação de TNF-α e a 

sua relação com o desenvolvimento de CWP têm, aparentemente, relação com os 

polimorfismos genéticos. A transcrição de TNFα é regulada por um promotor de 1100 

pares de bases e bialelismo causado por mutações pontuais (G a A) nas posições -238 
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e -308, que provavelmente são contribuintes significativos para a expressão diferencial 

das citocinas na população humana (Kim et al., 2002; Ates et al., 2011). 

Interleucina-1 

As proteínas interleucina-1 IL-1α e IL-1β compartilham 26% de homologia, mas 

encontram-se unidas a um receptor IL-1 idêntico de 80 kDa. Os genes IL-1 estão 

localizados no cromossomo 2. Uma variedade de células ativadas produz IL-1, incluindo 

monócitos, macrófagos, linfócitos-B, células Natural Killer, neutrófilos e fibroblastos. As 

principais fontes de IL-1 são estimuladas pelos monócitos e macrófagos, os quais 

predominantemente liberam IL-1β (Khan, 2008).  

A expressão de IL-1 nestas células pode ser aumentada por vários agentes, 

incluindo TNF-α. A aderência aos monócitos também induz a liberação de IL-1. A 

produção de IL-1 pode ser atenuada por PGE2 e glucocorticosteróides (Bonner, 2007; 

Khan, 2008). 

Várias poeiras minerais são conhecidas por estimular a liberação de IL-1 pelos 

monócitos/macrófagos, incluindo sílica e asbestos, evidenciando o papel chave de IL-1 

no processo inflamatório (Cassel et al., 2008; Dostert et al., 2008). 

 

Interleucina-6 

A interleucina-6 (IL-6) é uma citocina pró inflamatória membro da família das 

citocinas denominadas “citocinas tipo IL-6”. IL-6 é uma citocina multifuncional produzida 

pela maioria das células nucleadas, incluindo monócitos, macrófagos (alveolares), células 

endoteliais, fibroblastos e células B e T (Khan, 2008). O gene que codifica para IL-6 

está localizado no cromossoma 7. As moléculas de IL-6 têm diferentes tamanhos (de 17 

kD a 85 kD) e os monócitos liberam preferencialmente uma proteína de 24 kD. IL-6 

possui uma variedade de efeitos que são mediados via receptores específicos de IL-6 

(80kD). IL-6 é um regulador chave de células B e células T. Várias citocinas são 

conhecidas por estimular a liberação de IL-6, incluindo IL-1, TNF- α, PDGF e TGF-β 

(Scheller et al., 2011). 

IL-6 contribui notavelmente na iniciação e na extensão do processo inflamatório, 

pelo que tem um importante papel na resposta da fase aguda e sepse (Scheller et al., 

2011). Além disso, tem sido descrito que IL-6 desempenha um papel fundamental na 

patogênese de doenças pulmonares. De fato, vários estudos em animais e seres humanos 

têm demostrado uma possível associação entre a expressão de IL-6 e o desenvolvimento 

de fibrose (Pantelidis et al., 2001; Qiu et al., 2004). 
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7. PARTÍCULAS DE CARVÃO - CINZA E A MATRIZ EXTRACELULAR (ECM) 

O tecido conectivo dos pulmões consiste de colágeno, fibras elásticas e 

proteoglicanos. Os colágenos são as moléculas mais abundantes da matriz extracelular. 

Componentes não colagenosos importantes da matriz extracelular são elastina, 

fibronectina, laminina, proteoglicanos e hialuronano. Vários componentes da matriz 

extracelular têm atividade quimiotática para as células inflamatórias e fibroblastos, tais 

como colágeno I, III e IV, laminina e fibronectina (Pelosi et al., 2007). Os componentes 

da matriz extracelular são produzidos por uma variedade de células pulmonares. Os 

colágenos intersticiais do pulmão são sintetizados pelos fibroblastos, células endoteliais, 

células mesoteliais pleurais e células epiteliais alveolares. Várias citocinas e compostos 

relacionados são capazes de estimular a produção de colágenos (Theocharis et al., 

2016). A degradação de colágenos intersticiais está determinada por colagenases que 

são sintetizadas por células intersticiais, por macrófagos e neutrófilos. As colagenases 

podem ser ativadas por processos oxidativos e, por exemplo, têm sido detectadas em 

pacientes com fibrose pulmonar (Wilson and Wynn, 2009).     

Outras proteases que degradam colágeno do pulmão incluem elastases de 

neutrófilos da matriz, catepsinas e gelatinase e as elastases de macrófagos (Yamashita 

et al., 2014). As sínteses de proteases podem ser aumentadas por citocinas, tais como 

TNFα, IL-1 e PDGF. Várias citocinas têm, por um lado, um papel no aumento do 

crescimento de fibroblastos e/ou produção de colágeno e, por outro lado, aumentam a 

degradação da matriz de colágeno. Fontes destas antiproteases incluem macrófagos e 

fibroblastos pulmonares e a sua produção pode ser estimulada por citocinas, tais como 

IL-1 e TGF-β (Greene and McElvaney, 2009). 

 

8. PARTÍCULAS CARVÃO-CINZA E A FORMAÇÃO DE ERO  

O papel das ERO está sendo estudado na patogênese de uma variedade de 

doenças pulmonares. Basicamente, têm sido propostos dois mecanismos pelos quais a 

exposição ao pó mineral provoca a formação de ERO in vivo: 

1) Formação de ERO pelas propriedades intrínsecas das partículas, por exemplo, 

mecanismos não celulares; e 

2) Excessiva formação de ERO pelos macrófagos e neutrófilos ativados durante a 

fagocitose de partículas e a inflamação persistente (Knaapen et al., 2004).  

 

1) Geração não celular de ERO: vários mecanismos têm sido propostos sobre a 

toxicidade não celular de partículas minerais relacionados com as propriedades físico-

químicas tais como tamanho, forma, presença de HAP, metais na superfície e conteúdo 

de ferro (Zhang et al., 2002; Dwivedi et al., 2012). 

O ferro presente nas partículas pode ter um papel importante na toxicidade de 

partículas de carvão e cinzas de carvão. Altas concentrações de ferro no organismo 

podem levar à oxidação de biomoléculas (via reação de Fenton) e posteriormente às 
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lesões pulmonares. A formação de radicais hidroxila via reação de Fenton pode ser um 

fator determinante na prevalência de doenças pulmonares nos mineiros de carvão. Isto é 

devido provavelmente aos componentes que contém ferro do carvão e das cinzas (Cohn 

et al., 2006), o que estaria relacionado com a geração de ERO em fluidos biológicos, e 

poderia causar dano oxidativo direto, mediante mecanismos não celulares (Schins & 

Borm, 1999; Porter et al., 2002). 

Outro fator importante que determina a capacidade de geração oxidante das 

partículas minerais são os metais presentes nessas partículas, os quais podem aumentar 

a geração de ERO via reações de Haber-Weiss (Knaapen et al., 2004; Bonner, 2007). 

Adicionalmente, os constituintes orgânicos como os HAP associados com a superfície da 

partícula podem ser fatores que também contribuem para a formação oxidante (Bonner, 

2007). Durante sua ativação metabólica, os radicais semiquinona podem ser produzidos 

e podem sofrer ciclo redox, levando à formação de ERO (Donaldson et al., 2005, 

Møller et al., 2014). 

 

2) Geração celular de ERO: dentro do pulmão, ERO e espécies reativas do nitrogênio 

(ERN)  podem ser gerados endogenamente por vários tipos de células, incluindo células 

fagocíticas, endoteliais vasculares e células epiteliais pulmonares. Numerosos estudos 

demonstraram a capacidade de partículas oriundas do ambiente e fibras minerais, 

incluindo amianto, sílica cristalina, metais pesados contidos nos pós, cinza com óleo, cinza 

de carvão e material particulado, de induzir a produção de ERO (in vivo) em neutrófilos 

e em macrófagos, um processo que provavelmente envolve a ativação de NADPH 

oxidases (van der Vliet, 2008; Magnani et al., 2013; Joshi et al., 2015). 

Os fagócitos são também uma fonte potente de ERN, incluindo óxido nítrico (NO.) 

e peroxinitrito (ONOO-), o que desencadeia a atividade induzível da enzima óxido 

nítrico sintase (iNOS) (Fubini and Hubbard, 2003; Sugiura and Ichinose, 2011). Embora 

os neutrófilos sejam considerados os mais potentes fagócitos em respeito à geração de 

ERO relacionado com partículas, a principal fonte de ERN no pulmão são os macrófagos 

alveolares (Knaapen et al., 2004; Laskin et al., 2010). 

 

8.1. TIPOS DE DANOS CAUSADOS PELAS ERO EM MACROMOLÉCULAS 

Dano oxidativo  

Os efeitos celulares mais importantes das ERO no pulmão podem ser: 

 Dano nas membranas celulares mediante processos de peroxidacão lipídica. 

 Oxidação de proteínas 

 Dano no DNA de células alvo. 

A peroxidacão lipídica é um processo de reação em cadeia nos ácidos graxos 

insaturados da membrana, resultando na formação de radicais lipídicos, e pode levar 

ao dano celular e remodelamento do tecido (Piljac Zegarac, 2015).  
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A peroxidacão de lipídeos da membrana conduz à perda da fluidez da membrana 

e da elasticidade, à deterioração da função celular e inclusive à ruptura celular. Os 

diferentes produtos diretos da peroxidacão lipídica, como o malondialdeído (MDA) e 

isoprostanas e 4-hydroxynonenal, são considerados entre os mais importantes 

biomarcadores de estresse oxidativo nos tecidos. O malondialdeído é um composto 

carbonílico reativo e, por sua vez, mutagênico e cancerígeno. Reage com o DNA 

formando adutos. De fato, a medição das sustâncias reativas do ácido tiobarbitúrico 

(TBARS) constitui um ensaio bem estabelecido, utilizado para detectar a peroxidacão de 

lipídeos em presença de malondialdeído (Piljac Zegarac, 2015). 

As reações das ERO com proteínas podem conduzir à inativação de enzimas 

envolvidas no metabolismo celular ou na modificação estrutural de componentes intra ou 

extracelulares. A oxidação de proteínas pode causar a fragmentação de resíduos de 

aminoácidos, a formação de cross-links proteína-proteína e oxidação do esqueleto das 

proteínas, o que conduz, por fim, à perda da função. As proteínas danificadas afetam 

as vias intracelulares e são fatores que contribuem para diferentes transtornos e 

doenças. Se os mecanismos proteolíticos responsáveis pela degradação de proteínas 

não funcionam corretamente, as proteínas alteradas acumulam-se na célula e podem 

contribuir para o desenvolvimento de condições patológicas (Piljac Zegarac, 2015). 

Vários ensaios têm sido desenvolvidos para detectar especificamente os 

biomarcadores de dano oxidativo de proteínas, como por exemplo, nitrotirosina, que é 

um produto proveniente da nitracão da tirosina e a formação de grupos carbonil, que 

se formam nas cadeias laterais das proteínas durante a oxidação (Piljac Zegarac, 

2015). 

O dano oxidativo no DNA pode ter várias consequências, que vão desde morte 

celular e destruição do tecido, até proliferação celular. Além destas interações diretas 

com o DNA, as ERO podem também atuar como reguladores de cascatas sinalizadoras 

a nível intracelular e fatores de transcrição de uma variedade de genes, incluindo 

aqueles de citocinas pró-inflamatórias, moléculas de adesão e proto-oncongenes 

(Schieber and Chandel, 2014). 

O 7-hidro-8-oxo-2’-deoxiguanosina (8-oxodG), produto da oxidação do C8 

da deoxiguanosina (dG), é uma das modificações oxidativas mais prevalentes que 

ocorrem no DNA em resposta às ERO. A proporção 8-oxodG/dG (Figura 16) pode ser 

considerada como um biomarcador de estresse oxidativo e tem sido estudado em 

relação à exposição às poeiras minerais in vitro e in vivo (Haghdoost et al., 2005). 
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Figura 16. Produtos da oxidação da Guanosina gerados por distintos mecanismos 

de estresse oxidativo. R’ desoxirribosa; 8-OH-dG: 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina; 8-

(oxo)dG: 8-oxo-2’-desoxiguanosina; FapyG: 2,6-diamino-4-hidroxi-5-formamido-

pirimidina; FapyA: 5-formamido-4,6-diamino-pirimidina. Adaptado de Oliva et al., 

(2009).   

Comparado aos compostos carcinogênicos e genotóxicos solúveis, as partículas 

formam um grupo mais específico, uma vez que o seu comportamento e características, 

tanto físicas quanto químicas, são totalmente diferentes e normalmente muito complexas. 

Isto se dá principalmente porque os mecanismos de genotoxicidade induzidos por 

partículas são pobremente entendidos. Para que os efeitos genotóxicos aconteçam, é 

necessário que as partículas fagocitadas pelas células alvo entrem e estejam em contato 

próximo com o DNA. Além disso, o aspecto de internalização de partículas permite 

também a avaliação dos mecanismos nos sistemas celulares, os quais são indiretamente 

ativados na produção de ERO/ERN, que contribuem para os efeitos genotóxicos nestas 

células (Figura 17) (Knaapen et al., 2004). 

Levando em consideração o possível papel dos grupos reativos estáveis 

localizados na superfície das partículas, estes precisam de interação direta ou a 

proximidade das partículas com moléculas alvo, por exemplo, um receptor (sinalização 

celular) ou DNA genômico (genotoxicidade) (Moller et al., 2014). Além disso, tem sido 

descrito que as partículas podem também gerar resíduos de difusão livre em suspenção 

em soluções aquosas, o que dá às partículas a capacidade de “atuar a distância” 

(Knaapen et al., 2004). 
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Figura 17. Possíveis mecanismos de dano no DNA induzido por partículas em geral. 

1) As partículas podem ativar a explosão oxidativa fagocítica (genotoxicidade 

secundária). (2) Alternativamente, as partículas podem também gerar diretamente 

ERO/ERN em células alvo (2-5). 3) Por exemplo, via ativação similar a enzimas NAD(P)H 

através da superfície das partículas reativas. 4) Pela ativação mitocondrial. 5) Além 

disso, metais solúveis (transição) associados à partícula podem aumentar a geração de 

ERO por meio de reações Haber-Weiss. 6) Compostos genotóxicos absorvidos (por 

exemplo, HAP) podem danificar diretamente o DNA. 7) Finalmente, depois da 

translocação de partículas no núcleo, o dano pode ser induzido pelos radicais estáveis 

unidos à superfície. As vias 3 e 4 são ainda hipotéticas, é são necessárias maiores 

investigações para esclarecer o seu papel. Adaptado de Knaapen et al., (2004).  

Adicionalmente, estudos in vivo realizados até o momento levam à pergunta: a 

inflamação pulmonar poderia ser relacionada com efeitos genotóxicos secundários? Este 

questionamento está baseado na dúvida se fenômenos como estresse oxidativo, 

inflamação e dano no DNA são independentes ou são gerados por uma causa comum 

(partículas), ou se existe uma sequência de eventos inter-relacionados, mas que são 

potencialmente diferentes. A Figura 18 ressalta três possíveis relações onde a oxidação 

do DNA é um evento secundário à produção de ERO ou inflamação. É possível que o 

estresse oxidativo estimule a inflamação (relação A) ou a inflamação mediada pelas 

partículas cause estresse oxidativo (relação B). Porém, também é possível que as 



31 
 

partículas causem ambos, tanto estresse oxidativo como inflamação por diferentes 

mecanismos de ação (relação C) (Moller et al., 2014). 

Têm sido realizadas tentativas para decifrar a sequência de eventos em sistemas 

como condições acelulares, cultura de células e modelos animais, mas sem conclusões que 

possam ser aplicadas às condições de exposição humana (Moller et al., 2014).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Relação entre a exposição a partículas e a geração de estresse oxidativo, 

inflamação e dano oxidativo no DNA (OxDNA). Adaptado de Moller et al., (2014). 

 

8.2. O PAPEL DAS ERO NAS DOENÇAS PULMONARES INDUZIDAS POR 

PARTICULAS DE CARVÃO-CINZAS  

As doenças pulmonares ocupacionais mais frequentes no mundo são as geradas 

pela inalação de pós minerais como o amianto, sílica e o pó de carvão. A inalação de 

partículas de carvão ou cinzas pode causar uma variedade de doenças pulmonares, 

incluindo pneumoconiose simples (CWP), fibrose maciça progressiva (PMF), bronquite 

crônica, perda da função pulmonar e enfisema (Schins and Borm, 1999; Santo Tomas, 

2011; Burt et al., 2013) 

Vários estudos têm proporcionado apoio adicional para o papel significativo 

das ERO em transtornos pulmonares associadas com a exposição às partículas e cinzas 

de carvão (Petsonk et al., 2013). As ERO podem desempenhar um papel-chave nos 

mecanismos de iniciação e progressão de várias das doenças citadas anteriormente 

após a exposição a estas partículas. Estímulos primários induzidos por ERO resultam no 

aumento da secreção de citocinas pró-inflamatórias e de outros mediadores, 

promovendo eventos que parecem ser importantes na progressão da lesão celular e 

doença pulmonar. Evidências sugerem que a inalação de partículas insolúveis, tais como 
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partículas de carvão ou cinzas, pode estar envolvida na facilitação de múltiplas vias 

para a geração persistente de ERO, o que pode levar a uma continua inflamação que 

conduz à progressão de doenças como pneumoconiose (Vallyathan et al., 1998; Porter 

et al., 2002). Além disso, considera-se que as ERO têm um papel muito importante na 

patogênese de enfisema, mediante o dano oxidativo a antiproteases, reduzindo a sua 

atividade. O enfisema surge da degradação da matriz extracelular do pulmão. Esta 

matriz esta composta por fibras elásticas formadas principalmente por colágeno tipo IV, 

proteoglicanos e elastina. A reduzida atividade de antiproteases pode causar uma 

destruição exagerada do tecido pulmonar pelas proteases (Raut et al., 2013), 

característica do enfisema típico observado em trabalhadores de carvão (Petsonk et al., 

2013).  

A bronquite crónica é considerada uma doença ocupacional comum em mineiros 

de carvão, a qual consiste em uma inflamação crônica, caracterizando-se por um fluido 

exudativo inflamatório e infiltrado celulares no epitélio que reveste as vias respiratórias 

centrais e as glândulas associadas. Neutrófilos ativados, macrófagos alveolares, 

eosinófilos e células epiteliais produzem ERO, o que leva a diferentes tipos de dano, 

como peroxidação lipídica da membrana. Essa produção de ERO conduz à ativação da 

transcrição de genes de citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas, à regulação positiva 

de moléculas de adesão e aumento da liberação de mediadores pró-inflamatórios que 

regulam as respostas inflamatórias no pulmão. Os brônquios inflamados produzem uma 

secreção mucosa abundante, o que conduz a tosse e dificuldade para a entrada e saída 

de ar dos pulmões (Jang et al., 2016), característica comum em pessoas expostas 

cronicamente à mineração de carvão.    
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II. OBJETIVOS 

 

OBJETIVO GERAL: 

 Avaliar a citotoxicidade e genotoxicidade na linhagem de fibroblastos de 

pulmão de hâmster chinês (células V79), e fisiologia respiratória em 

camundongos, de partículas de carvão e cinzas provenientes de Santa Catarina. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

 Avaliar o potencial citotóxico de partículas de carvão e cinzas de carvão em 

células V79. 

 Avaliar os efeitos genotóxicos de partículas de carvão e cinzas de carvão em 

células V79.  

 Avaliar a capacidade das partículas de carvão e cinzas de carvão de induzir 

danos oxidativos no DNA em células V79. 

 Avaliar o citoma (CBMN-Cyt) de células V79 após exposição às partículas de 

carvão e cinzas de carvão. 

 Analisar a mecânica respiratoria de camundongos expostos às partículas de 

carvão e cinzas. 

 Analisar a indução de citocinas (TNF-α, IL-1B e IL-6) em tecido pulmonar de 

camundongos expostos às partículas de carvão e cinzas. 

 Avaliar os efeitos genotóxicos no sangue periférico de camundongos expostos às 

partículas de carvão e cinzas. 

 Analisar a celularidade e morfometria do tecido pulmonar dos camundongos 

expostos às partículas de carvão e cinzas. 

 Analisar a formação de fibras elásticas e de colágeno no tecido pulmonar dos 

camundongos expostos às partículas de carvão e cinzas. 

 Analisar a translocação de metais a órgãos extrapulmonares de camundongos 

expostos às partículas de carvão e cinzas. 
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APRESENTAÇÃO  

CAPITULO I 

 

 

O Capítulo I apresenta o trabalho que originou um manuscrito, o qual foi 

submetido à revista “Environmental Science and Pollution Research”, em janeiro de 2016, 

intitulado “CYTOTOXICITY AND GENOTOXICITY INDUCED BY COAL AND COAL FLY 

ASH PARTICLES SAMPLES IN V79 CELLS”. 

Os resultados deste capítulo indicam que a exposição das células V79 a 

partículas de carvão e cinzas induz dano no DNA. Além disso, o uso de endonucleases 

específicas (ENDO III e FPG) indicou a presença de dano oxidativo no DNA. Também, os 

biomarcadores do ensaio CBMN-Cyt mostraram que a exposição a altas concentrações 

de partículas de carvão e cinzas induzem efeitos citotóxicos e instabilidade 

cromossômica. Estes resultados poderiam estar associados com o conteúdo de compostos 

como óxidos, HAP e metais presentes na superfície destas partículas.  
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Abstract  

Exposure to coal or coal combustion products can cause harmful effects in in 

vitro and in vivo systems, mainly by the induction of oxidative damage. The aim of this 

work was to assess cytotoxic and genotoxic effects using the V79 cell line treated with 

coal and coal fly ash particles derived from a coal power plant located in Santa 

Catarina-Brazil. Two coal samples (COAL11 and COAL16) and two coal fly ash 

samples (CFA11 and CFA16) were included in this study. COAL16 was co-firing with 

a mixture of fuel oil and diesel oil. The comet assay data showed that exposure of V79 

cells to coal and coal fly ash particles induced primary DNA lesions. Application of 

lesion-specific endonucleases (FPG and ENDO III) demonstrated increased DNA 

effects indicating the presence of high amounts of oxidative DNA lesions. The 

cytokinesis-block micronucleus cytome assay analysis showed that exposure of V79 

cells to high concentrations of coal and coal fly ash particles induced cytotoxic effects 

(apoptosis and necrosis) and chromosomal instability (nucleoplasmic bridges, nuclear 

buds and MN formation). These results may be associated with compounds contained in 

the surface of the particles as hazardous elements, oxides and PAH which were detected 

in the samples. 

Key words: Coal, coal fly ash, DNA oxidative damage, comet assay, micronucleus 

assay. 
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1. Introduction 

Coal is a heterogeneous mixture containing large quantities of organic and 

inorganic matter. The organic components of coal consists of chemical compounds 

including carbon, hydrogen, oxygen, sulfur, nitrogen and organometallic forms 

(Oliveira et al. 2011). The presence of mineral matter in coal may result in a number of 

environmental problems related to mining, preparation and combustion of the coals 

(Depoi et al. 2008; Ribeiro et al. 2011).  

In Santa Catarina (Brazil), where the largest thermal plants is located, the coals 

used for power production tend to have high contents of ash and sulfur (Silva et al. 

2009).  Due to high concentrations of mineral matter such as sulfides, clays, and quartz, 

Brazilian coal must be pulverized and beneficiated, specifically with flotation, before its 

combustion. Then, the coal is burned inside a boiler, producing a solid combustion-by-

product known as coal ash (Quispe et al.2012). Coal ash is composed of amorphous 

inorganic components, minerals such as silicates, oxides and hydroxides mainly of iron, 

sulfates, carbonates, phosphates and sulfides, and organic constituent or unburnt coal 

(char) (Vassilev and Vassileva 1996a,b). The combustion temperature is an important 

factor which determines the physical properties of the particles. High   temperature   

(>1400°C) is used in conventional combustion, the major  aluminosilicate melts and 

condenses to form  small, spherical particles (Borm, 1997). Depending on the toxicity, 

the chemical properties and concentration in air, the particles of fly ash can constitute a 

risk to exposed workers due to inhalation (Donaldson et al. 2005). 

When coal is being burnt a significant amount of toxic substances are formed 

and released into the environment including components such as asbestos, silica, 

selenium (Se), cadmium (Cd) arsenic (As), chromium (Cr), copper (Cu) and mercury 
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(Hg) (IARC 1997; NRC 2006; IARC 2012) and polycyclic aromatic hydrocarbons 

(Rohr  et al. 2013). PAH are considered to pose potential health hazards because some 

PAH are known carcinogens (Liu et al. 2008). 

The aim this work was to assess the cytotoxic and genotoxic potential effects of 

the coal and coal fly ash particles, from coal power plant located in Santa Catarina-

Brazil, in vitro using the V79 (Chinese hamster lung fibroblasts) cell line. For an 

assessment of cytotoxicity the clonogenic assay was used. The comet assay was applied 

using the standard protocol for the detecting of primary DNA damage as well as a 

protocol using specific endonucleases for the detection of oxidative damage. The 

CBMN-Cyt assay was used as a measure of cytotoxic, cytostatic and genotoxic effects.   

 

2. Materials and Methods 

2.1. Reagents and chemicals 

Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM) and fetal bovine serum (FBS), 

trypsin-EDTA, L-glutamine and antibiotics were purchased from Gibco BRL (Grand 

Island, NY, USA). Hydrogen peroxide (H2O2), dimethyl sulfoxide (DMSO) and 

cytochalasin B and methyl methanesulfonate, were purchased from Sigma (St. Louis, 

MO, USA). Low-melting point agarose and agarose were obtained from Invitrogen 

(Carlsbad, CA, USA). Formamidopyrimidine-DNA glycosylase (FPG) and 

endonuclease III (EndoIII) were obtained from New England BioLabs (Beverly, MA, 

USA). Hydrochloric acid (HCl; 5 M), potassium chloride (KCl), methanol, ethanol and 

acetic acid were obtained from Merck (Darmstadt, Germany). All reagents were of 

analytical grade.  
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2.2.Characteristics of coal and coal fly ash particles 

Coal and Coal Fly Ash (CFA) particles samples used in this work were 

previously characterized and data are available in (Silva et al. 2009; Quispe et al. 2012; 

Silva et al. 2010; Oliveira et al.2012). 

Briefly, samples were collected in Santa Catarina State- Brazil, where the Jorge 

Lacerda – Tractebel Suez Thermoelectric Complex is located. The Jorge Lacerda power 

plant has seven different pulverizing fuel units. The feed coals and coal fly ash were 

collected simultaneously from each of these units over a five-day period. The coal is, in 

general, high volatile C to high volatile A bituminous in rank, although individual units 

may be receiving different ratios of the blend components. Four samples, two coal 

(COAL11 and COAL16) and two coal fly ash (CFA11 and CFA16) were included in 

this study. Particularly, the coal fly ash sample 16 (CFA16) was collected from Unit 3 

while co-firing with a mixture of fuel oil and diesel oil as part of the boiler start-up 

procedure. Representative samples of around 15–20 kg of coal fly ash and 2 kg of coal 

were collected from each unit. The coal fly ash samples were collected from the 

respective electrostatic precipitators. The samples were dried in a furnace (40 °C, 16 h), 

homogenized and sieved through a 450 μm screen. Subsamples of this material were 

ground to pass through a 20-mesh sieve. 

The coal samples were ashed at 815 °C. The resultant ashes, in addition to the 

powdered portions of each fly ash sample, were calcined at 1050 °C and then fused into 

borosilicate disks following the methods described by Norrish and Hutton (1969). The 

loss on ignition at 1050 °C was also determined for each sample as part of the 

preparation process. The major element oxides in each ash sample were determined by 

X-ray fluorescence (XRF) spectrometry techniques using a Philips PW2400 

spectrometer system.  
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The coal and coal fly ash samples were acid digested following a two-step 

method devised to retain volatile elements (Querol et al. 1997). The process involved a 

hot HNO3 extraction, followed by HF-HNO3 -HClO4 digestion of the residue. The 

resulting solutions were analyzed by inductively coupled plasma atomic-emission 

spectrometry (ICP-AES) and inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) 

for a range of major and trace elements. Morphology and composition of particles and 

minerals were investigated using a Field Emission Scanning Electron Microscope (FE-

SEM; Zeiss Model ULTRA plus) equipped with an energy dispersive X-ray 

spectrometer (EDS).   

2.3. Quantification of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) 

The PAH present in the sample were quantified by using HPLC/ UV/Vis. 

Extraction and clean-up are essential parts in the analysis of organic compounds 

originated from solid matrices. The technique has been adapted, followed by studies 

bases Cavalcante et al. (2008) and Sun et al. (1998). 5 g of dry soil samples (30°C 

during 24 h) were used (in triplicate). The extraction by ultrasound technique was 

adapted and optimized using solvents with different polarities, hexane and acetone 

(1:1), the soil and the solvents were put into the ultrasound machine during 10 minutes, 

then they were centrifuged and the extract was removed. The extraction was repeated 

four times and the extracting solution was then vacuum filtered in order to eliminate 

non soluble materials and concentrated in a rotavapor. Adsorption chromatography with 

a glass column was used for the clean-up procedure. After adding the extract to the 

adsorption column, the compounds were eluted with different solvent systems, 

performed with some changes of Begas (2013).The elute volume was reduced to 1 mL 

and finally, each extract was injected into a chromatographic system (HPLC-UV) in 

duplicate. The chromatographic conditions were: 5 µm Kromasl reverse phase column 
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(250 x 4,6 mm), injection volume 20 µL, mobile phase acetonitrile (A): water MilliQ 

(B), gradient method t (A:B): 0 (1:1), 10 min (7:3), 20 min (8:2), 25 min (8:2), 28 min 

(1:1) and 30 min (1:1) and =254. Analytic curves were built by external 

standardization for quantification. 

 

2.4. Cell culture and treatment 

V79 is a Chinese hamster lung fibroblast cell line and was obtained from the Rio 

de Janeiro cell bank (Rio de Janeiro, Brazil). The choice of this cell line for this study 

was based on the fact that the V79 cells have stable karyotype and is a good 

experimental model system widely used in genotoxicity and cytotoxicity assays. Cells 

were grown as monolayers in continuous culture in cell culture flasks of 25 or 75 cm
2
 

under standard conditions in DMEM supplemented with 10% heat-inactivated FBS, 0.2 

mg/mL L-glutamine, 100 IU/mL penicillin and 100 μg/mL streptomycin. The cells were 

incubated at 37°C under a humidified 5% CO2 atmosphere. For establishing cultures or 

passage of V79 cells, 0.15% trypsin–0.08% EDTA and phosphate-buffered saline 

solution (PBS) was used.  

To prepare the particle suspensions for in vitro experiments, coal and CFA 

particles were suspended in DMEM without FBS and just before use the samples were 

twice sonicated for 10 min to obtain a uniform dispersion and to prevent particle 

aggregation. Starting from the concentration of 1 mg/mL serial dilutions were 

performed to prepare incubation culture medium DMEM with decreasing 

concentrations of samples. All experiments were independently repeated at least three 

times. 
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2.5. Cytotoxicity assay 

The clonogenic assay allows cell viability assessment by colony formation. 200 

cells were seeded in each well of 6 well-plates. After 24 hours, cells were exposed to 

five different concentrations of coal and coal fly ash and a negative control (FBS-free 

medium) during 24 h at 37 ºC. Then, the treatment-containing media was removed and 

the cells were washed with PBS and reincubated in complete medium at 37 ◦C in a 

humidified atmosphere containing 5% CO2 for six days. After this period, the colonies 

were fixed with methanol, stained with 1% crystal violet and counted. The survival was 

expressed as a percentage relative to the negative control. We determined the IC50 

values and selected five concentrations of each sample to be used in the next 

experiments. 

2.6. Comet assay 

2.6.1. Alkaline comet assay 

The alkaline comet assay was performed as described by Singh et al. (1988) with 

minor modifications. Briefly 3 X 10
5 

V79 cells were seeded in each well of 12 well-

plates. After 24 h, the cells were exposed to the coal and coal fly ashes and negative 

control FBS-free medium for 3 h and to positive control (150 μM H2O2) for 2 h. After 

treatment, the cells were trypsinized and re-suspended in complete medium. Twenty 

microliters of this cell suspension was mixed with 90 μl of 0.75% low-melting point 

agarose (LMP). This mixture was placed into a slide previously coated with 1.5% of 

normal melting point agarose processed at 60 °C. The agarose layers were covered with 

a cover slip and after gel solidifying the cover slips were removed. The slides were 

immersed overnight in lysis solution (2.5M NaCl, 100mM EDTA and 10mM Tris, pH 

10.0–10.5, 1% with freshly added 1% Triton X-100 and 10% DMSO) at 4 °C in dark.  
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Afterwards, the slides were placed for 30 min in alkaline buffer at 4 °C (300mM NaOH 

and 1mM EDTA, pH > 13) to unwind the DNA. The alkaline electrophoresis was 

carried out for 30 min at 25 V and 300 mA. The gels were neutralized with 0.4M Tris 

(pH 7.5) with 3 washes of 5 min each. The gels were dried at room temperature. Slides 

were then rinsed and stained with SYBR Gold fluorescent stain. Slide analyses were 

performed by means of an automated scoring PathFinder
™

 Screen Tox system (Imstar, 

France) (Sharma et al. 2012). Finally, for each sample, 400 cells (100 cells from each of 

two replicate slides per culture) were evaluated for genotoxicity by the analysis of the % 

Tail DNA parameter (the proportion of DNA in the comet tail) (Duez et al. 2003). 

2.6.2. Modified comet assay 

The modified alkaline comet assay enables identification of oxidative DNA 

damage through the use of specific enzymes that repair oxidative damage: (a) 

Formamidopyrimidine DNA glycosylase (FPG) recognizes the common oxidized purine 

8-oxoGua, and  also  ring-opened  purines,  or  formamidopyrimidines (Fapy); (b) 

Endonuclease III converts oxidized pyrimidines to strand breaks (Collins 2014; Azqueta 

et al. 2014).  

The modified comet assay includes the same steps of the standard comet assay 

up to the step of cell lysis. After this step, the slides are removed of the lysis solution 

and washed three times with buffer enzymes (HEPES 40 mM, KCl 100 mM, EDTA 0,5 

mM, bovine serum albumin 0,2 mg/mL, pH 8,0), drained, and incubated at 37 °C in 

enzyme buffer supplemented with 60 μl of FPG (1 μg/mL solution) for 45 min and 

EndoIII (1 μg/mL solution) for 30 min; the following steps were carried out as 

mentioned above. 
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2.7. Cytokinesis-block micronucleus cytome (CBMN-Cyt) assay  

To verify the potential genotoxic effects of coal and coal fly ashes, 15 × 10
4
 cells 

per well were seeded in 12-well plates. After 24 h, the cells were exposed to the 

particles (coal and coal fly ashes) for 24 h or 40 μM MMS for 2 h as a positive control. 

After treatment, the culture medium was discarded and replaced with fresh culture 

media. Cytochalasin B (4.5 μg/mL) was added and the cells were incubated for another 

48 h. The cells were then harvested and spread onto clean microscope slides. The slides 

were then fixed in an ethanol:glacial acetic acid (3:1) solution and stained with 10% 

Giemsa for 10 min.  

For the analysis 1000 binucleated (BN) cells were scored under a light 

microscope (magnification 1000X). Five hundred cells per slide were scored and 

classified to determine the ratios of mononucleate, binucleate, multinucleate cells in 

order to determine the nuclear division index (NDI). The NDI is a biomarker of 

cytostasis and provides a measure of the proliferative status of the viable cell fraction. It 

is calculated using the formula NDI = (M1 + 2M2 + 3M3 + 4M4)/N, where M1–M4 

represent the number of cells with 1–4 nuclei, and N is the total number of viable cells 

scored (excluding necrotic and apoptotic cells). Cytotoxicity effects were assessed by 

the frequency of necrotic and apoptotic cells. When 500 cells were randomly scored, the 

number of apoptotic cells and necrotic cells were counted. Micronucleus frequency, 

NPBs and NBUDs per 1000 BN cells per slide were used as indicators of DNA damage 

and chromosomal instability. 

2.8. Statistical analysis 

Each treatment group was compared with the control samples (untreated) using 

one-way ANOVA followed by Tukey's post hoc test. Graph Pad Prism 5.0 software was 
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used for the statistical analysis (GraphPad Inc., San Diego, CA). Differences were 

considered significant when the P-value was less than 0.05. 

3. Results 

3.1. Characteristics of coal and coal fly ash particles 

Characteristics of the frequency distribution of particle diameters of coal and 

coal fly ashes particles samples are shown in Figure 1. Coal11 shows a mean diameter 

of 29.74 µm and at least 40% of the sample showed particles less than 10 µm. CFA11 

had an average diameter of 65.52 µm, but approximately 25% had particles smaller than 

10 µm. Coal16 showed an average diameter of 37.34 µm and more than 30% had a size 

less than 10 µm. CFA16 all particles had a diameter less than 10 µm. 

Figure 1. Histogram of the frequency distribution of particle diameters of (a) Coal 

11 (COAL11), (b) coal 16 (COAL16), (c) coal fly ash 11 (CFA11) and (d) coal fly 

ash 16 (CFA16) particles samples indicated by analysis of laser diffraction. 



49 
 

Chemistry composition of coal and coal fly ashes samples (wt %) are presented 

in Table 1. The composition of oxides was similar in all samples. In particular, higher 

concentrations were observed for SiO2 followed by Al2O3. 

Table 1. Chemistry composition of coal (COAL11 and COAL16) and coal fly ashes 

(CFA11 and CFA16) samples (wt %) indicated by XRD data.  

 

In Table 2 trace element concentrations in coal and coal fly ashes samples (ppm) 

are shown (Silva et al., 2010). Concentrations of trace elements in coal samples were 

similar, but in general the coal fly ashes had higher concentrations of trace elements. 

3.1.1. Quantification of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) 

Table 3 shows the results of quantification of PAH. Compounds found in higher 

concentrations in all sample particles are Anthracene, Fluoranthene, 

Benzo(a)anthracene. In particular, the amounts of PAH were higher in coal samples 

compared to coal fly ash samples. Specifically, in COAL11 contents of naphthalene, 

phenanthrene and benzo(a)anthracene are significant, whereas in COAL16 contents of 

acenaphthene, anthracene and fluoranthene were higher. 
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Trace elements COAL11 CFA11 COAL16 CFA16 

As 9.73 10.0 12.82 139.0 
B 34.38 <1 60.16 <1 

Ba 219.18 427.0 215.34 729.1 
Be 4.27 7.9 4.11 12.6 
Bi <0.8 <1 <0.8 7.2 
Cd <0.8 <1 <0.8 3.4 
Ce 83.51 168.1 85.86 194.0 
Co 6.88 15.0 8.40 17.7 
Cr 59.46 105.3 61.85 161.1 
Cs 10.40 23.9 10.42 29.3 
Cu 
Dy 
Er 

17.09 
5.34 
2.82 

38.5 
10.6 
5.6 

21.07 
5.42 
2.79 

54.8 
14.3 
7.7 

Eu 1.01 1.9 1.02 2.3 
Ga 16.38 30.4 16.78 110.9 
Gd 7.22 14.2 7.25 17.1 
Ge 7.67 14.7 6.50 85.2 
Hf 5.74 10.7 5.71 14.5 
Hg 0.18 0.00044 0.23 0.6817 
Ho 1.06 2.2 1.06 3.0 
La 31.37 63.6 32.42 75.0 
Li 41.27 79.1 42.33 104.6 
Lu <0.8 1.1 <0.8 1.5 

Mn 141.40 307.3 120.50 326.5 
Mo 2.44 5.3 2.72 19.6 
Nb 32.46 113.2 32.93 126.3 
Nd 35.19 68.3 36.16 79.5 
Ni 14.96 35.0 19.09 43.6 
Pb 19.26 43.2 25.07 161.0 
Pr 8.08 16.3 8.36 19.0 
Rb 57.15 122.2 56.04 143.8 
Sb <0.7 2.1 0.62 7.1 
Sc 14.11 25.7 14.77 36.8 
Se 3.01 5.2 3.78 18.6 
Sm 7.60 14.4 7.88 16.9 
Sn 3.93 7.4 4.03 36.5 
Sr 67.27 132.0 61.99 200.3 
Ta 5.24 64.3 5.20 81.8 
Tb 0.91 1.8 0.91 2.4 
Th 15.15 33.5 15.42 41.3 
Tl 1.42 4.2 1.82 9.7 

Tm 
U 

<0.8 
6.92 

1.1 
14.5 

<0.8 
6.12 

1.5 
24.8 

V 103.48 197.9 108.46 351.3 
W 4.01 23.1 4.10 71.0 
Y 34.25 69.0 33.79 92.8 

Yb 3.20 6.4 3.24 8.7 
Zn 91.76 219.9 91.24 913.0 
Zr 263.74 530.9 245.53 746.0 
     

Table 2. Trace elements concentrations in coal (COAL11 and COAL16) and coal fly ashes 

(CFA11 and CFA16) samples (ppm) analyzed by coupled plasma atomic emission 

spectrometry (ICP-AES) and inductively coupled plasma mass  spectrometry  (ICP-MS). 
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Table 3. PAH concentration per sample (± standard deviation) analyzed by 

HPLC/UV/Vis. 

 

3.2. Cytotoxicity 

The clonogenic assay was employed to determine the colony-forming ability in 

V79 cells exposed to different concentrations of mineral coal dust and coal fly ash. As 

demonstrated in Figure 2, COAL11 and CFA11, COAL16, and CFA16 particle samples 

were able to decrease the cell viability in a dose-dependent manner.  

COAL11 showed a higher cytotoxic effect when compared to CFA11. In 

addition, by nonlinear regression application, IC50 values of 0.4 mg/mL and 0.83 

mg/mL for COAL11 and CFA11, respectively, were determined. CFA16 was slightly 

more cytotoxic than COAL16, with IC50 values of 0.59 mg/mL for COAL16 and 0.55 

mg/mL for CFA16 (Figure 2).  

Based on these results, concentration ranges that induced up to 50 % of decrease 

in the viability were chosen for genotoxicity analysis. 
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Figure 2. Cell viability of V79 exposed to COAL11, coal fly ash 11 (CFA11), 

COAL16, and coal fly ash 16 (CFA16) particles samples, evaluated using 

clonogenic assay after 24 h exposure time for V79 cell line. The concentration was 

considered cytotoxic when cell survival was 50%. The results are shown as the 

mean of three independent experiments. 

 

3.3. Genotoxicity and oxidative DNA Damage in V79 cells 

3.3.1. Alkaline comet assay 

After verifying the cytotoxic profile, the DNA damage potential of the four 

samples was evaluated by the alkaline comet assay. For this purpose, cells were exposed 

to 0.025, 0.05, 0.1, 0.2 and 0.4 mg/mL COAL11; 0.05, 0.1, 0.2, 0.4 and 0.8 mg/mL 

CFA11; and 0.0375, 0.075, 0.15, 0.3 and 0.6 mg/mL COAL16 or CFA16 for 3 h at 37 

°C and 5 % CO2.  

In the results, for COAL11 and CFA11 samples, a dose-dependent relationship 

was observed for the % Tail DNA parameter (Figure 3a, 3b). Furthermore, a significant 

increase in % Tail DNA was detected in cells exposed to 0.2 and 0.4 mg/mL COAL11 

and 0.1, 0.2, 0.4 and 0.8 mg/mL CFA11 when compared to the negative control (P < 

0.05). As demonstrated in Figure 4, COAL16 and CFA16 samples induced a significant 



53 
 

increase in DNA damage when cells were exposed to 0.075, 0.15, 0.3 and 0.6 mg/mL 

concentrations, compared to the negative control (P <0.05). 

3.3.2. Lesion-specific endonucleases-modified comet assay 

The induction of oxidative damage was evaluated through the modified version 

of the comet assay where slides were treated with the FPG and EndoIII repair enzymes 

which introduce breaks at DNA sites with oxidative lesions. In COAL11 and CFA11 

samples no significant increase in the % Tail DNA was observed when slides were 

incubated with ENDO III or FPG enzymes in comparison to the negative control 

(Figure 3a,3b).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(B) 

(B) 

Figure 3. (A) Coal 11 (COAL11) and (B) coal fly ash 11 (CFA11). % Tail DNA in Alkaline Comet Assay 

(white) and oxidative damage % Tail DNA (dotted) in the modified comet assay in V79 cells after treatment 

with Endo III and FPG enzyme. *Statistically significant difference in relation to the negative control (NC) (p 

< 0.05). 
#
Oxidative damage increase significant difference in relation to the negative control with ENDO III 

and FPG (p < 0.05). The results are shown as the mean ± standard error. 
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As shown in Figure 4, for COAL16, no increase in induction of DNA breaks 

was observed after ENDOIII incubation. However, using the FPG enzyme, a significant 

increase in oxidative damage was detected in cells exposed to 0.6 mg/mL COAL16 

when compared to the related negative control (Figure 4a). For the CFA16 sample, a 

significant increase in oxidative damage was found in comparison to the related 

negative control using 0.3 mg/mL ENDOIII or 0.3 mg/mL and 0.6 mg/mL FPG, 

respectively (Figure 4b). Taken together, it was observed that for all samples, the 

ENDO III enzyme was able to produce a slight increase in the % Tail DNA parameter, 

however in some of the samples evaluated the increase was not statistically significant.  
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3.3.3. CBMN-Cyt assay in V79 cells  

Cells were exposed to the same concentration ranges evaluated in the comet 

assay and analyzed by the CBMN-Cyt assay. Firstly, the nuclear division index was 

determined to detect cytostatic effects. No differences were observed among the 

cultures exposed to the negative control and to coal and coal fly ashes particles (Table 

4). 

Figure 4. (A) Coal 16 (COAL16) and (B) coal fly ash 16 (CFA16). % Tail DNA in Alkaline Comet Assay 

(white) and oxidative damage % Tail DNA (dotted) in the modified comet assay in V79 cells after 

treatment with Endo III and FPG enzyme. *Statistically significant difference in relation to the negative 

control (NC) (p < 0.05). 
#
Oxidative damage increase significant difference in relation to the negative 

control with ENDO III and FPG (p < 0.05). The results are shown as the mean ± standard error. 
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The results for COAL11 (Table 4) show that the number of apoptotic and 

necrotic cells increased in a dose-dependent manner with mineral coal concentration, 

but the finding was only statistically significant at concentrations 0.2 mg/mL and 0.4 

mg/mL (P < 0.05). The chromosomal damage or instability status was determined by 

MN frequency, NPBs and NBUDs in the BN cells. These biomarkers were significantly 

different in the highest concentrations when compared to the negative control group (P 

< 0.05). 

For the CFA11 sample (Table 4), the increase in the number of apoptotic cells 

was only significant for a concentration of 0.8 mg/mL compared to the negative control. 

A dose-dependent trend was observed in MN frequency, NPBs and NBUDs but only the 

highest concentration (0.8 mg/mL) was significantly different comparing with negative 

control group (P < 0.05).  

The results for COAL16 sample are shown in Table 4. The number of apoptotic 

and necrotic cells were statistically significantly increased at the highest concentrations 

(0.3 mg/mL and 0.6 mg/mL). The biomarkers MN, NPBs and NBUDs were statistically 

significantly increased at the highest concentration (0.6 mg/mL) compared to the 

negative control (P < 0.05). 

Table 4 also shows the results of CFA16 sample. The number of apoptotic cells 

was only significantly increased in 0.6 mg/mL and the positive control (P < 0.05). The 

number of necrotic cells was significantly increased at concentrations of 0.3 and 0.6 

mg/mL when compared to the negative control group (P < 0.05). The values of the 

biomarkers MN, NPBs and NBUD  were significantly increased in the concentration 0.6 

mg/mL compared to the negative control (P < 0.05). The positive control, MMS showed 

the expected effect demonstrating the sensitivity of the test system. 
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Table 4. CBMN cytome biomarkers in V79 cells exposed to different concentrations of coal and coal fly ash samples 

 

The biomarkers MN, NPBs, and NBUDs were counted by scoring 1000 binucleated cells per slide, whereas 500 cells were scored to calculate the Apop, Necr, and NDI. 

BN, binucleated cells; NDI, nuclear division index; Apop, apoptotic cells; Necr, necrotic cells; MN, micronuclei; NPBs, nucleoplasmic bridges; NBUDs, nuclear buds. 

Data are expressed as mean ± standard error of three independent experiments. *Significant difference compared with negative control group within a column, p < 0.05. 
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4. Discussion 

It is known that extraction and burning of coal is an important pollution factor, 

which may represent a threat to human health and natural populations (León-Mejía et al. 

2011; Rohr et al. 2013). In Santa Catarina (Brazil), where the largest of the thermal 

plants in Brazil is located, the coals used for power production tend to be high in ash 

and sulfur (Silva et al. 2009). In the present study the potential cytotoxicity and 

genotoxic effects of the coal and coal fly ash particles from Santa Catarina, was 

assessed in vitro using V79 (Chinese hamster lung fibroblasts) cells. Four samples were 

tested, two samples of coal particles and two samples of fly ash products of the coal 

burning process. 

In our study we applied the comet assay using the standard protocol and specific 

endonuclease-modified comet assay to determine DNA strand breaks and oxidative 

damage, respectively. In this work the enzymes Endo III and FPG were used. The 

endonucleases are lesion-specific and convert DNA base lesions to breaks under the 

conditions of the alkaline comet assay (Collins, 2014). FPG and ENDOIII recognize 

different types of oxidative damage. While FPG is specific for oxidized purines and 

ring-opened purines, ENDOIII recognizes oxidized pyrimidines, including thymine 

glycol and uracil glycol (Dizdaroglu, 2005; Collins, 2014). For sample COAL16, a 

statistically significant increase in levels of DNA damage was observed when using 0.6 

mg/mL FPG while for sample CFA16 increased DNA damage was observed when 

using 0.3 mg/mL Endo and both concentrations of FPG. These results demonstrate that 

the components of coal and coal fly ash are capable of inducing oxidative DNA damage 

likely caused by the components of these particles. The effects induced by coal 

exposure have been described in different cells such as murine alveolar type II epithelial 

cells (C10) (Albrecht et al. 2002) and in 7TD1 cells (Gosset et al. 1991).  ROS 
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generation and oxidative damage by coal fly ash particles have been described in 

different cell lines, in human peripheral blood mononuclear cells (Dwivedi et al.2012), 

in rat alveolar macrophages (NR8383) (Diabaté et al. 2002), in BEAS-2B human lung 

epithelial cells (Diabaté et al. 2011) and in rat lung epithelial (RLE) cells (van Maanen 

et al. 1999).   

Our data showed that 50% of the coal and coal fly ash particles have diameter 

less than 30 µm, in particular 10% of sample COAL11 contains particles of 3.44 µm, 

CFA11 contains 5.91 µm particles, COAL16 contains particles of 3.69 µm and CFA16 

contains particles of 0.70 µm. Comparing the diameter of all samples, CFA16 contains 

smaller particles, it is possible the use of mixture of fuel oil and diesel oil in the 

combustion led to a more efficient burning and the formation of smaller particles.  

Other components contained in coal particles were trace elements such as As, 

Co, Cr, Fe, Hg, Mn, Ni, Pb, V and Zn. In coal fly ash particles representative trace 

elements were As, Ba, Ce, Cr, Mn, Hg, Pb, Ni, Rb, Sr, V, Zn and Zr. High temperature 

combustion as used in coal combustion, can release metals such as Cd, Pb and Zn which 

become volatile in the cooling phase and are condensed on the surface of core 

aluminosilicate (Silva et al. 2010).  It is known that redox active metals like Fe, Cu, Cr 

and Co and other metals undergo redox cycling reactions and possess the ability to 

produce reactive radicals such as superoxide anion radical and nitric oxide in biological 

systems (Jomova and Valko, 2011). Furthermore, Fenton oxidative reaction depends of 

catalysts of metal mainly Fe, but also Co, Cr, V, Co. Via Fenton reaction are produced 

radicals highly reactive such as the hydroxyl radical (OH·), which arises as a product of 

the reaction between superoxide and H2O2 catalyzed mainly by Fe2+ or Fe3+ (Sharma 

et al. 2012). On the other hand, the redox inactive metals, such as Cd, As, Hg and Pb 

show their toxic effects via bonding to sulphydryl groups of proteins and depletion of 
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glutathione (Jomova and Valko, 2011). DNA damage caused by ROS can be recognized 

by DNA glycosylases, apurinic/apyrimidinic endonucleases of the base excision repair 

mechanism and in some cases by the nucleotide excision repair machinery, leading to 

increase on DNA strand-breaks (Sander and Wilson, 2005) as was observed in this 

study.  

The samples analyzed in this study contained oxides such as TiO2, Al2O3, Fe2O3, 

CaO, MgO, MnO, Na2O, K2O, P2O5, SO3 and SiO2 also known as silica. These elements 

are most commonly found in coal and coal mining residues. Silica arranged in a three-

dimensional network forms the quartz. Importantly, in all of the particles samples a high 

concentration of SiO2 was found. IARC classified inhaled crystalline silica (quartz or 

cristobalite) from occupational sources as a Group 1 carcinogen (IARC, 1997). Silica 

can also initiate apoptosis in response to oxygen- and nitrogen-based free radicals, 

leading to mitochondrial dysfunction, increased gene expression of death receptors 

(Fubini and Hubbard, 2003). 

Some effects may be associated with early events in carcinogenesis, eg 

micronucleus formation, which has been suggested as a predictive of cancer risk 

biomarker (Bonassi et al. 2011). Accordingly, our results in the CBMN-Cyt 

demonstrate increased chromosomal instability associated with exposure to coal and 

coal fly ashes. There is a growing concern whether the human populations remain at 

risk of exposure to carcinogenic coal products such as silica dust and organic 

compounds (Jenkins et al. 2013).   

In the CBMN-Cyt assay analysis, DNA damage events are scored specifically in 

once-divided binucleated (BN) cells and include (a), micronuclei (MNi), a biomarker of 

chromosome breakage and/or whole chromosome loss, (b), nucleoplasmic bridges 
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(NPBs), a biomarker of DNA misrepair and/or telomere end-fusions, and (c), nuclear 

buds (NBUDs), a biomarker of elimination of amplified DNA and/or DNA repair 

complexes (Fenech, 2007). Accordingly, when we compared the CBMN-Cyt 

biomarkers to measure the chromosomal instability assessed by biomarkers MN, NPBs 

and NBUD, we found a statistically significant increases of the biomarkers in the 

highest concentrations of the coal and coal fly ash samples. Despite the genotoxic 

effects caused by exposure to the highest concentrations of these particles, none of these 

particle samples caused cytostatic effects evaluated using the nuclear division index 

(NDI), which provides a measure of the proliferative status of the viable cell fraction 

(Fenech, 2007). 

In our results, cells that were exposed to COAL11 and COAL16 particles 

showed comparable genotoxic effects. Particularly the CFA16 sample showed stronger 

genotoxic effects in exposed cells than the sample CFA11. CFA16 contains higher 

concentrations of anthracene, fluoranthene, benzo(a)anthracene compared with CFA11. 

Despite the structural similarities, PAHs can vary greatly in their carcinogenic potential. 

The exposure to particle-bound PAHs can lead to DNA adduct formation and ROS 

generation (Singh et al. 2007). The response to this damage stimulates different 

signaling pathways. DNA damage tolerable can lead to responses such as cell cycle 

arrest and DNA repair, while the excessive / irreparable damage DNA can lead to the 

activation of the apoptosis program against damage caused by carcinogens (Castorena-

Torres et al. 2008; Jarvis et al. 2014). This coincides with the results of CBMN-cyt that 

in highest concentrations caused cell death as it was shown in apoptosis and necrosis 

biomarkers.  
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Conclusions 

In summary, our data show that the components contained in the particles may 

be related to ROS generation, DNA damage and formation of pro-mutagenic adducts, as 

evidenced by the biomarkers used in this study. The comet assay results showed that 

exposure of V79 cells to coal and coal fly ash particles induced primary DNA lesions. 

Besides, in the Cyt-CBMN analysis the V79 cells exposed to high concentrations of 

coal and coal fly ash particles were also able to induce cytotoxic effects (apoptosis and 

necrosis) and chromosomal instability (nucleoplasmic bridges, nuclear buds and MN 

formation). 
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APRESENTAÇÃO  

CAPITULO II 

 

 

O Capítulo II apresenta um manuscrito intitulado “COMPARATIVE ACUTE LUNG 

INFLAMMATION, PULMONARY MECHANICS, GENOTOXIC EFFECTS AND 

EXTRAPULMONARY TRANSLOCATION METAL IN MICE EXPOSED TO COAL AND COAL 

FLY ASH PARTICLES”. 

Este manuscrito relata os efeitos da exposição às partículas de carvão e cinzas, 

em camundongos BALB/c, após 24 h de instilação intratraqueal. Estes efeitos estão 

relacionados com a significativa rigidez pulmonar e obstrução das vias aéreas centrais 

detectadas na mecânica pulmonar, recrutamento de células, principalmente 

mononucleares, e liberação de citocinas pró-inflamatorias. Também são descritos os 

efeitos genotóxicos em células de sangue periférico dos camundongos e a translocação 

eficiente de metais como Cr, Fe e Ni do pulmão para o fígado, baço e encéfalo. 
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Abstract 

Continuous exposure to particles of coal mining can cause a variety of diseases, such as 

Coal Workers Pneumoconiosis (CWP); silicosis; cancer and Chronic Obstructive Pulmonary 

Disease (COPD), as emphysema and chronic bronchitis. Particle load in the lung increases the 

alveolar macrophages and epithelial cells are activated, leading to the release of inflammatory 

mediators, Reactive Oxygen Species (ROS), enzymes, cytokines and growth factors that control 

and stimulates the fibrosis, genotoxic events and cell death. The aim of the present work was to 

compare the acute lung inflammation, pulmonary mechanics, genotoxic effects and 

extrapulmonary translocation metal in BALB/c mice exposed to coal (COAL11 and COAL16) and 

coal fly ash (CFA11 and CFA16) particles after 24 hours of intratracheally instilled BALB/c mice 

with 100 mg/kg of coal and CFA particles.   

In results, only animals acutely exposed to coal particles showed significant rigidity and 

obstruction of the central airways. However, all animals exposed to coal and coal fly ash particles 

showed recruitment of cells, mainly mononuclear cells, and expression of cytokines, particularly 

TNF-α and IL-1β as compared to the control group. In histological analysis were not found 

significant alterations in the alveoli, or significant formation of elastic fibers and collagen. Comet 

assay alkaline data showed that exposure of animals to coal and coal fly ash particles induced 

significant primary DNA lesions. By Particle-induced X-ray emission technique (PIXE) was 

demonstrated  the content of Cr, Fe and Ni in the liver, spleen and brain, showing the efficient 

translocation of metals from the bloodstream to extrapulmonary organs. These results are 

associated with the chemical heterogeneity of coal and coal fly ash particles such as the content 

of oxides, metals and PAH as was shown in this study.  

Key words: Coal, coal fly ash, inflammation, ROS, DNA damage, metals translocation.   
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1. Introduction 

There are numerous damaging environmental impacts of coal that occur through its 

mining, preparation, combustion, waste storage, and transport. Prior to its combustion, coal is 

pulverized and burned at temperatures of 1000 -1300 ºC (Silva et al., 2010). During this process, 

the inorganic particles do not have complete combustion and particulate coal fly ashes are 

produced (Martinez, 2012). Although coal fly ash particles are generally large and spherical in 

shape, there are usually irregularly-shaped particles present also, such as angular particles of 

quartz (Jones et al., 2009, Silva et al., 2010). The properties of fly ash generated during the coal 

combustion process will depend on the temperature used, the boiler type, the control devices 

used, such as electrostatic precipitators (Strand et al., 2002), and the type of coal which 

determines the properties of the coal fly ash due to its degree of carbonization and geological 

origin (Tsiridis et al., 2006, Oliveira et al., 2011, Mozgawa et al., 2014).  

The chronic inhalation of coal dust or coal fly ash particles can cause a variety of lung 

diseases, including simple pneumoconiosis (CWP), progressive massive fibrosis (PMF), chronic 

bronchitis, loss of pulmonary function and emphysema (Schins & Borm, 1999, Santo Tomas, 

2011). It is known that coal dust contains up to 10% of quartz. Quartz is part of a carbonaceus-

matrix that clearly influences the intrinsic properties of coal dust (Jones et al., 2009). 

Paradoxically, crystalline silica (quartzo) is classified as carcinogenic to humans but the coal dust 

is not by the International Agency for Research on Cancer (IARC, 1997, Schins & Borm, 1999; 

Guidi et al., 2015). 

When the coal and fly ashes particles are inhaled, they activate macrophages, 

neutrophils and epithelial cells. Activated macrophages and neutrophils produce excessive 

amounts of reactive oxygen species (ROS) and cytokines. Epithelial cells and fibroblasts which 

are the main producers of components of the extracellular matrix (including collagens, 

proteoglycans and elastic fibres) are also known to produce cytokines and ROS upon stimulation 
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(Schins & Borm, 1999; Sakai & Tager, 2013). ROS can also be generated by independent 

mechanisms in addition to the cellular pathway due to the inherent chemical properties of coal 

dust and components such as oxides (Vassilev and Vassileva 1996a,b), metals (Knaapen et al., 

2004, Silva et al. 2010) and polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) (Liu et al., 2008; Rohr  et al. 

2013). 

Experimental studies have led to the understanding of some of the biological 

mechanisms of pulmonary oxidative stress and inflammation induced by coal and coal fly ash 

particles (Smith et al., 2006, Kania et al., 2014). The alveolar wall has a large surface area and is 

composed of type I alveolar epithelial cells, endothelial cells, and the fused basement membrane 

between these two types of cells.  This  arrangement  of cells  forms  a thin  air–blood  barrier  

and  contributes  to  effective  gas exchange. Inhaled ultrafine  particles are able to migrate from  

the alveolar  surface  into  the  blood  circulation (Furuyama et al., 2009). In fact, It has been 

described that  inhaled  insoluble  particles  penetrate into the microvasculature of the lung, 

entering the blood circulation and  are then deposited  in  extrapulmonary  organs  in  animals  

(Kreyling  et al.  2002; Oberdörster  2002, Furuyama et al., 2009). The extrapulmonary toxicity 

probably depends upon the amount, water solubility and components of the particles. In this 

context, metals can be translocated to extrapulmonary organs, making them available to cause 

direct toxicity to other organ systems (Kreyling et al., 2002, Mani et al., 2007).  

The aim of the present work was to compare the acute lung inflammation, pulmonary 

mechanics,  genotoxic effects and extrapulmonary translocation in BALB/c mice exposed to coal 

(COAL11 and COAL16) and coal fly ash (CFA11 and CFA16) particles from Santa Catarina 

State-Brazil.  
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2. Materials and Methods 

2.1. Animals 

Male BALB/c mice (5–8 weeks old and 25-30 gr) were purchased from CEMIB-UNICAMP 

(Centro multidisciplinar para investigação biológica -Brazil). The mice were housed in plastic 

cages under controlled environmental conditions (controlled temperature of 24°C, 50% humidity 

controlled and artificial light (12-h light/12-h dark cycle). All animals had access to water and food 

ad libitum. This study was approved by Ethics Committee on the Use of Animals, Health Sciences 

Center of the University Federal de Rio de Janeiro (UFRJ). All de animals received humane care 

in compliance with the “Principles of Laboratory Animal Care” formulated by the National Society 

for Medical Research and with the “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” prepared 

by the National Academy of Sciences, USA. 

2.2. Characteristics of coal and coal fly ash particles 

Samples were collected in Santa Catarina State- Brazil, where is located the Jorge 

Lacerda  –  Tractebel  Suez Thermoelectric Complex. The Jorge Lacerda power plant has seven 

different pulverized fuel units. The feed coals and coal fly ash were collected simultaneously from 

each of these units over a five-day period. The coal is, in general, high volatile C to high volatile A 

bituminous in rank, although individual units may be receiving different ratios of the blend 

components. In this study four samples were included, two coal (COAL11 and COAL16) and two 

coal fly ash (CFA11 and CFA16). The coal fly ash samples were collected from the respective 

electrostatic precipitators. Particularly, the coal fly ash sample 16 (CFA16) was collected from 

Unit 3 were taken while  co-firing with a mixture of fuel oil and diesel oil as part of the boiler start-

up procedure. More details about coal and coal fly ash particles samples used in this work are 

available in Silva et al. (2009), Silva et al. (2010), Oliveira et al.(2012), and Quispe et al. (2012). 

To prepare the particle suspensions for animal experiments, prior to intratracheal 

instillation, COAL and CFA particles were suspended in sterile saline solution (0.9% NaCl) and 
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just before use in animals, the samples were twice sonicated for 10 min to obtain a uniform 

dispersion and to prevent particle aggregation.  

2.3. Experimental design  

Thirty BALB/c mice were included in this study. Mice received 100 mg/kg of COAL and 

CFA particles, as previously described in murine models of acute inflammation (Broeckaert et al., 

1997). Were included four groups exposed to COAL and CFA particles and one control group (six 

animals in each experimental group). Animals were instilled intratracheally with 60 µL of this 

particles suspension. Control mice were instilled with 60 µL saline solution. Twenty four hours 

following a single instillation, blood samples from the inferior vena cava were obtained for 

analysis of genotoxicity by comet assay. In parallel to the collection of the animal blood samples 

additional samples of human blood by finger pricks were collected and processed under the same 

conditions. These samples were used as internal standards. The animals were tracheotomized 

and were analyzed the pulmonary mechanics parameters. After euthanized the animals, samples 

of spleen, brain, liver, and lungs were collected and used for analysis of metals by PIXE. The left 

lung was collected and immediately stored in buffer formalin and processed for histological 

analyses. Lung right was cryo-preserved  and used for analysis of cytokines.     

2.4. Pulmonary mechanics 

Twenty-four hours after saline or particle suspension administration the animals were 

sedated (diazepam, 1 mg i.p.), anesthetized (pentobarbital sodium, 20 mg/kg body weight i.p.) 

and paralyzed (pancuronium bromide, 0.1 mg/kg). After placed in the supine position on a 

surgical table and a snugly fitting cannula (0.8 mm ID) was introduced into the trachea. 

Afterwards, the animals were mechanically ventilated (Samay VR15, Universidad de la 

Republica, Montevideo, Uruguay) with a frequency of 100 breaths min−1  tidal volume of 0.2 mL, 

flow equal to 1 mL s−1, and positive endexpiratory pressure amounting to 2 cmH2O. The anterior 

chest wall was surgically removed. A pneumotachograph (1.5-mm ID, length = 4.2 cm, distance 
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between side ports = 2.1 cm) was connected to the tracheal cannula for the measurement of 

airflow (V’). Changes in lung volume were obtained by flow signal digital integration. The pressure 

gradient across the pneumotachograph was determined by means of a Validyne MP45-2 

differential pressure transducer (Engineering Corp, Northridge, CA, USA). Equipment resistive 

pressure (=Req.V’) was subtracted from pulmonary resistive pressure so that the present results 

represent intrinsic values. Transpulmonary pressure was measured with a Validyne MP-45 

differential pressure transducer (Engineering Corp, Northridge, CA, USA). Briefly, we determined 

lung resistive (ΔP1) and viscoelastic/inhomogeneous (ΔP2) pressures, static elastance (Est), and 

viscoelastic component of elastance (ΔE) by the end-inflation occlusion method (Bates et al., 

1985). ΔP1 selectively reflects airway resistance, and ΔP2 represents stress relaxation or 

viscoelastic properties and mechanical heterogeneities of the lung (Bates et al., 1989; Saldiva et 

al., 1992). Lung mechanics were measured 10–15 times in each animal.  

2.5. Histological study 

Heparin (1000 IU) was intravenously injected immediately after the determination of 

respiratory mechanics. The trachea was clamped at end expiration, and the abdominal aorta and 

vena cava were sectioned, yielding a massive hemorrhage that quickly euthanized the mice. The 

lungs of mice control and mice instilled with COAL and CFA particles were quickly excised for 

histological analyses. Pulmonary left lobes were immediately formalin fixed and processed 

according to routine histological procedures. The right lungs were removed en bloc and quick-

frozen by immersion in liquid nitrogen and fixed with Carnoy’s solution (Nagase et al., 1992). After 

fixation, the tissue was embedded in paraffin. Four-µm-thick slices were cut and stained with 

hematoxylin-eosin (HE) or picrosirius red. Slides were qualitatively screened for histological 

lesions in the alveolar and the airway tissues. 

Morphometric analysis was performed with an integrating eyepiece with a coherent 

system made of a 100-point and 50 lines (known length) grid coupled to a conventional light 
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microscope (Axioplan, Zeiss, Oberkochen, Germany). The volume fraction of collapsed and 

normal alveoli was determined in each sample by the point-counting technique (Gundersen et al., 

1988) across 10 random non-overlapping microscopic fields at x400 magnification. The total 

amount of points also included those falling on tissue, airways and other non-alveolar structures. 

The number of mononuclear (MN) and polymorphonuclear (PMN) cells in the pulmonary 

tissue was counted in each animal across 10 random non-overlapping microscopic fields at 

×1000 magnification in a 10,000 µm2. In the same field the amount of points that fell on lung 

tissue was also counted, so that cellularity was expressed as percentage of lung tissue area 

(Gundersen et al., 1988; Capelozzi et al., 1997).  

2.6. Cytokine analyses 

The analyses of pro-inflammatory cytokines released were performed by ELISA kits 

(R&D Systems Europe, Abingdon, UK) for tumor necrosis factor-α (TNF-α), IL-1β and IL-6 

according to the manufacturer’s protocols. 

2.7. Alkaline comet assay 

The comet assay was carried out according to of the original methodology (alkaline 

version) described by Singh et al., 1988; with minor modifications. For the preparation of the 

samples, 10 uL of whole blood were mixed with heparin and 120 uL of low melting point agarose 

(LMA)(Invitrogen) at 37 ºC. This mixture was placed in a slide previously covered with 1.5% of 

normal melting point agarose (NMA) (Cambrex Bioscience Rockland) processed at 60 ºC. The 

mixture of LMA and blood on the slide was covered with a cover slip. After solidifying of the gel on 

the slides, the cover slip was removed and the slides were immersed in lysis solution (2.5 M 

NaCl, 100 mM EDTA and 10 mM Tris, pH 10.0–10.5, 1% with freshly added 1% Triton X-100 and 

10% DMSO) at 4 ºC. Direct light exposure of the samples was avoided during the whole process. 

The slides were removed of lysis solution and placed for 30 min close to the anode of an 
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electrophoresis box containing alkaline buffer at 4 ºC (300 mM NaOH and 1 mM EDTA, pH > 13). 

The electrophoresis was carried out for 30 min at 25 V and 300 mA. Afterwards the alkalinity was 

neutralized with 0.4 M Tris (pH 7.5) with washes of 5 min for each slide. Finally, the DNA was 

stained with 30 ul Syber Green solution (2 µl/mL) and assessed using a fluorescence microscope 

equipped with a green filter of 540 nm. 

For each sample images of 100 randomly selected cells (50 cells from each of two 

replicate slides) were analyzed from each animal. The cells were classified according to tail size 

into five classes ranging from undamaged (0) to maximally damaged (4), obtaining a measure of 

the individual damage for each animal and consequently for each analyzed group. The 

calculation of the damage index was carried out according to the visual classification system 

(Collins, 2004). The values for the damage index can range from 0 (100 cells class 0) up to 400 

(100 cells class 4). 

2.8. Particle-induced X-ray emission (PIXE) 

To measure the total content of metals was used the particle induced X-ray emission 

(PIXE) technique (He et al., 1993; Johansson et al., 1995). This technique is multielemental 

character, high sensitivity, simplicity and high sample throughput (Mireles et al., 2004). Samples 

of spleen, liver, brain and lungs were collected. For  the  analyses,  the  samples  were  dried  at  

40 ºC  for  96 h,  then macerated using a mortar, and finally pressed into pellets which were 

positioned on  the  target of  the  reaction  chamber.  A 3 MV Tandetron  accelerator  provided 2.0 

MeV proton beams with an average current of 5 nA at the target. The X-rays induced by the 

beam in the samples were detected by a Si(Li) detector with an energy resolution of about 155 eV 

at 5.9 keV. The spectra were analyzed with the GUPIXWIN software package (Maxwell et al., 

1995; Campbell, 2000) and the final results are expressed in parts per million (ug g-1 ). The 

chemical elements analyzed in  the  samples  by  the  PIXE  method  were:  sodium  (Na),  
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magnesium  (Mg), aluminum  (Al),  silicon  (Si),  phosphorus  (P),  sulfur  (S),  chlorine  (Cl),  

potassium (K), calcium (Ca), manganese (Mn), iron (Fe), copper (Cu), zinc (Zn), rubidium (Rb), 

chromium (Cr) and nickel (Ni). The  organic  matrix of  the  organs evaluated (the  organic  

composition  of  the  sample)  was determined by the Rutherford Backscattering Spectrometry 

(RBS) technique. 

2.9. Statistical analyses 

For  each  histological parameter, pulmonary mechanics, cytokines and PIXE analyses 

measured  in  controls  and treated mice, the mean values ± standard deviation (SD) were 

calculated. Each exposed group was compared with the control group using one-way ANOVA 

followed by Tukey's post hoc test. Student's t test (Welch correction) were used to compare the 

chemical elements analyzed by PIXE. Differences were considered to be significant at the 95% 

level (p < 0.05). All analyses were performed with the PRISMA 5.0 statistical software package 

(GraphPad Inc., San Diego, CA). 
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3. Results  

3.1. Characteristics of coal and coal fly ash particles 

Scanning electron microphotographs of CFA11 and CFA16 are shown in Figure 1. The 

particles are spherical in shape and form aggregates with particles of smaller sizes. 

Approximately 40% of COAL11 particles have a smaller diameter of 10 µm. In CFA11 and 

COAL16, a percentage of 25% and 30% of the particles had a diameter less than 10 µm 

respectively. In CFA16, 100% of the sample consisted of particles smaller than 10 µm (data not 

shown). 

Figure 1. Electron scanning micrographs of (A) coal fly ash 11 (CFA11) and (B) coal fly ash 16 

(CFA16) particles samples. 
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3.2. Pulmonary mechanics 

In Table 1, pulmonary mechanics parameters of animals exposed to coal (COAL11 and 

COAL16) and coal fly ash (CFA11 and CFA16) particles are shown. In elastance and ΔP1 (Table 

1) parameter analysis we observed significantly differences in animals exposed to coal particles 

(COAL11 and COAL16) in relation with control group. In ΔE viscoelastic component of elastance 

and ΔP2 (Table 1) parameter we found a significant increase only in animals exposed to COAL16 

particles compared to the control group.  

3.3. Histology 

In analysis of histology was found a significant increased number of mononuclear cells in 

lung parenchyma of animals exposed to COAL11, CFA11, COAL16 and CFA16 particles 

compared with control group (Table 1). Significantly higher values of polymorphonuclear cells 

were found in the lung tissue of animals exposed to COAL16 particles compared with the control 

group (Table 1). In Figure 2 are showed representative photomicrographs of lung parenchyma of 

exposed group to coal and coal fly ash particles and control group. The COAL11 and COAL16 

particles exposure caused significant inflammation in the lung parenchyma, evidenced by 

thickening of septa and alveolar edemas mainly in the COAL16 exposed group particles. In Table 

1 is shown the percentage of normal and collapsed areas in pulmonary tissue. It was not found 

significant alterations in alveoli of animals exposed to coal and coal fly ash particles in relation to 

control group. In analysis of collagen and elastic fiber formation no significant difference was 

found between tissue lung of animals exposed to coal and coal fly ash particles and the control 

group (Table 1).   



 

82 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2. Representative photomicrographs of lung parenchyma stained with hematoxylin-eosin 

in control animals and in mice intratracheally instilled with a suspension of COAL11, CFA11, 

COAL16 and CFA16 (n = 6).  Blue arrow indicates cell infiltrate along the alveolar septum. Red 

arrows indicate alveolar collapse. Twenty random non-coincident microscopic fields were 

evaluated per animal at a magnification of × 200. Bar equals 100 µm. 
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Table 1.  Respiratory mechanics, histological outcomes and inflammatory markers in lung parenchyma. 

 CTRL COAL11 CFA11 COAL16 CFA16 

Mechanics      
ΔP1 (cmH2O) 0.03±0.02 0.85±0.65* 0.14±0.08 1.32±1.10* 0.48±0.23 
ΔP2 (cmH2O) 0.65±0.05 1.38±0.58 0.79±0.10 2.75±1.78* 1.26±0.44 
Est (cmH2O/mL) 18.50±2.72 47.56±20.20* 28.35±7.39 39.36±10.60* 28.66±6.90 
ΔE (cmH2O/mL) 3.24±0.25 6.95±3.03 3.86±0.60 10.75±5.71* 5.95±2.22 
      
Histology      
Normal area (%) 39.69±8.46 40.01±4.39 38.37±3.50 33.75±5.77 38.98±2.15 
Alveolar collapse (%) 45.51±8.39 45.20±6.25 44.45±7.79 55.92±8.96 51.35±2.46 
PMN (cel x 10-3/µm2) 31.21±7.05 48.04±11.49 40.05±5.87 59.13±19.61* 44.68±9.73 
MN (cel x 10-3/µm2) 29.10±6.58 37.77±4.83* 38.32±3.86* 48.55±5.13* 41.68±6.19* 
Collagen fiber formation (tissue fibers %) 0.15±0.02 0.21±0.05 0.13±0.01 0.29±0.13 0.22±0.07 
Elastic fiber formation (tissue fibers %) 0.20±0.12 0.25±0.08 0.16±0.06 0.22±0.07 0.23±0.14 
      
Cytokines      
TNF-α (pg/mg of protein) 94.90±32.71 342.04±103.15* 264.10±81.11* 525.26±138.05* 280.21±107.44* 
IL-1β (pg/mg of protein) 114.46±31.19 491.36±109.17* 277.81±150.58 546.06±124.52* 397.78±181.39* 
IL-6 (pg/mg of protein) 79.39±22.35 282.88±59.92 182.54±67.44 960.16±794.02* 288.51±205.63 

 

Values are mean ± SD. Control mice (CTRL, n=6) and exposed group (COAL11 =6, CFA11 =6, COAL16 =6, CFA11 =6); ΔP1 and ΔP2, resistive and 

viscoelastic/inhomogeneus pressures, respectively; Est, static elastance; ΔE, viscoelastic component of elastance; PMN and MN, polymorpho-and mononuclear 

cells, respectively; percentage of normal and collapsed areas in pulmonary tissue. *Significantly different from CTRL group (p<0.05). 
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3.4. Cytokines 

Table 1 shown inflammation markers. Significant levels of TNF-α cytokine expression 

were observed in animals exposed to coal and coal fly ash particles compared with the control 

group. IL-1β was significantly higher in all exposed groups except CFA11 exposed group in 

relation to control group. Significant levels of IL-6 expression were only observed in animals 

exposed to COAL16 particles compared with control group.  

3.5. Alkaline comet assay 

 In the Figure 3 is shown significant DNA damage index values in mice exposed to coal 

and coal  fly ash particles compared with the control group. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3. DNA damage index values for mice exposed to coal (COAL11 and COAL16) and coal  

fly ash (CFA11 and CFA16) particles comparing with control group. *Significantly different from 

CTRL group (p<0.05). The results are shown as mean ± standard deviation. 
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3.6. Particle-induced X-ray emission (PIXE) 

The chemical  elements  present in significant concentrations in lung, liver, spleen and 

brain determinate by the PIXE method are presented in Figure 4. Additional results of the other 

inorganic elements are shown as supplementary results. 

In lungs (Figure 4a), elements significantly higher in COAL11, CFA11 and COAL16 were 

Cr, Fe, Ni and Si. In CFA16 were significantly higher Cr and Si. In liver (Figure 4b), we found 

significant difference for animals exposed to COAL11 and CFA16  in elements such as Cr, Fe 

and Ni compared with the control group. In CFA11 exposed animals was statistically significant 

levels of Fe and Ni, and in COAL16 only Fe levels were significantly higher. In spleen (Figure 4c), 

the animals exposed to COAL11 showed significantly higher Fe, Cr and Ni. CFA11 exposed 

animals showed significant levels of Cr and Fe. In exposed group to COAL16 and CFA16 was 

found significant difference in Cr and Ni, and Fe respectively. As seen in Figure 4d, in brain no 

significant difference was observed in the concentrations of the elements of animals exposed to 

COAL11 and CFA11 particles. Only significant values were found in animals exposed to COAL16 

in Fe and Ni and in CFA16 significant difference in Ni in relation to control group. 
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Figure 4. Significant concentration of inorganic elements in (a) lung, (b) liver, (c) spleen and (d) brain mice samples 
(ppm) of the control group and exposed group to coal (COAL11 and COAL16) and coal fly ash (CFA11 and CFA16) 
particles by PIXE method (mean ± standard deviation). ). *Significant increase in relation to the control group at P <0.05; 
Student's t test (Welch correction). 
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4. Discussion 

The production, extraction and combustion process of coal generates significant 

environmental impacts and potential hazards for living organisms (Teixeira et al., 2009; León-

Mejía et al., 2011). Several  studies  show  that  chronic inhalation of coal and coal fly ash 

particles can causes  adverse  pulmonary  health  effects such as bronchitis,  asthma, 

progressive massive fibrosis, cancer and pneumoconiosis (Schins & Borm, 1999, Cohen et al., 

2008). In this work we compared acute lung inflammation, pulmonary mechanics, genotoxic 

effects and extrapulmonary translocation in BALB/c mice exposed to coal (COAL11 and COAL16) 

and coal fly ash (CFA11 and CFA16) particles from Santa Catarina State-Brazil.   

In our study we analyzed pulmonary mechanics parameters of animals exposed to coal 

(COAL11 and COAL16) and coal fly ash (CFA11 and CFA16) particles. A statistically significant 

increase in pulmonary impedance was observed, the elastance and ΔP1parameters were 

statistically significant in the exposed group to the coal particles (COAL11 and COAL16) 

compared with control group. Which means that there were changes that made lungs more rigid 

and obstruction of central airways. When we analyzed the ΔE viscoelastic component of 

elastance and ΔP2 parameters, we found that only the exposed animals to particles COAL 16 

showed significant changes, the lung became more rigid and the parenchyma more 

inhomogeneous compromising significantly also peripheral airways.  

As was shown in the results, these particles induced influx of mononuclear inflammatory 

cells and significant increase in the release of cytokines such as TNF-α which was observed in 

animals exposed to both coal particles and coal fly ash particles. It is known that TNF-α has a 

primary role in coordinating the inflammatory response and activating the cascade of cytokines 

and the stimulation of neighboring cells which produce mediators involved in the recruitment of 

neutrophils, monocytes and lymphocytes (Driscoll et al., 1997; Khan, 2008). IL-1β acts 

synergistically with TNF-α to initiate the inflammatory cascade. IL-1β has similar biological effects 
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to TNF-α and together are known as cytokines of fast response and act on the amplification of 

inflammation through the activation of macrophages which secrete other pro-inflammatory 

cytokines such as IL-6 and IL-8, lipid mediators, ROS and RNS (Schins & Borm, 1999; Chung, 

2006). The increase in IL-1β levels was statistically significant in all the exposed groups except in 

animals exposed to CFA11 in relation to the control group. This effect may be associated with 

determining factors in the inflammatory process, such as particle size and PAH concentrations in 

CFA11 sample. 

A mixture of organic and inorganic agents contribute to the composition of coal and coal 

fly ash particles, including transition metals and PAH (Bonner, 2007; Masto et al., 2015), some of 

these particle constituents influence their characteristics such as solubility. There are particles 

that are poorly soluble and generates a persistent inflammation, which may explain the influx of 

pro-inflammatory cytokines, with a peak influx 24 h after particles intratracheal instillation. In this 

context, there are several factors that determine the toxicity of a particle and plays an important 

role in determining the toxic response such as dose size, deposition, durability and defense 

(removal of macrophages and inflammatory cells) (Borm et al., 2004). These particles of coal and 

coal fly ash, in addition to PAHs and metals also contain hazardous oxides as silica (SiO2) and 

Al2O3. In vitro and in vivo studies showed that these oxides promote the formation of oxidants, 

oxidative stress and inflammatory processes persistent in lung (Fubini & Hubbard, 2003; Lin et 

al., 2006; Krewski et al., 2007; Alshatwi et al., 2013; Guidi et al., 2015). 

These coal and coal fly ash particles are heterogeneous and vary in diameter. It is 

generally accepted that the particle size is an important factor in determining the toxic effects of 

particulate matter (Donaldson et al., 2005; Mazzoli-Rocha et al., 2010). In particular, these coal 

and coal fly ash samples are composed of fine and ultrafine particles. Approximately 40% of 

COAL11 particles consisted of particles smaller than 10 µm. In CFA11 and COAL16, a 

percentage of 25% and 30% of the particles had a diameter less than 10 µm respectively. 
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Particularly, in CFA16 all particles were smaller than 10 µm. Notably CFA16 sample is a product 

of co-firing with a mixture of fuel oil and diesel oil, which greatly influenced its characteristic. It is 

possible that the use of these fuel mixture in the combustion led to a more efficient burning and 

the formation of smaller particles.  

The probability of deposition and toxicity of the particle in the respiratory tract increases 

abruptly in accordance with the size. Due to their small size, many ultrafine particles have a 

reactive surface that can react and inactivate many mediators and important cellular components 

(Borm et al., 2004). A significant influx of mononuclear cells in lung parenchyma of animals 

exposed to COAL11, CFA11, COAL 16 and CFA16 particles was observed. Interestingly, only 

recruitment of polymorphonuclear cells was found in the lung tissue of animals exposed to 

COAL16 particles. In fact, in the analysis of histology was observed thickening of alveolar septa, 

increased edema and cellular infiltrates in the lung parenchyma of animals exposed to COAL16 

particles, indicating an active inflammatory process as was evidenced also in the increased 

expression of IL-6 in the lung of animals exposed to these particles. 

 When the particles are in the alveolar space they may react with the extracellular matrix. 

Immediately, phagocytic cells such as neutrophils, monocytes and macrophages are activated, 

trying to clean the particles. Depending on the particle surface characteristics, this removal 

process may succeed or not. In response, activated macrophages can also express transcription 

factors; followed by the release of ROS and RNS, quimotactics factors, lytic enzymes, cytokines 

and growth factors with eventual cell death (necrosis / apoptosis) (Shi et al., 2001). In addition, 

Both ROS and cytokines can cause damage or proliferation of local mesenchymal and epithelial 

tissue local and can have effects on lung tissue morphology, cell migration and the deposition of 

ECM (extracellular matrix) components (Schins & Borm, 1999, Fubini & Hubbard, 2003).  
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ECM formation and degradation can also be affected by ROS, but also proteases and 

antiproteases produced by several types of cells in the surrounding tissue. The local tissue 

factors also contain antioxidants such as the epithelial coating fluid and intracellularly in target 

cells, as well as cytokine antagonists presumably acting as anti-inflammatory feedback 

mechanisms (Schins & Borm, 1999). It has been described that the complexity of this response 

leads to the development of pulmonary disorders induced by exposure to mineral coal particles 

(Cui et al., 2015) and coal fly ash (Zierold & Sears, 2015). In fact, it has been reported that coal 

fly ash particles are cytotoxic (Kondo et al., 1993) and fibrogenic (Gursinsky et al., 2006). The 

prolonged exposure to coal fly ash or coal dust can contribute to severe interstitial fibrosis in 

miners exposed chronically (Jindal  et al., 2001).  

When macrophages are activated they release cytokines and / or growth factors which 

stimulate collagen production by fibroblasts (Zhao et al., 2015). The period of exposure of 

animals to coal and fly ash particles used in this study was 24 hours and did not lead to the 

formation of collagen and elastic fibers which are produced in longer periods of time. Neither a 

significant alteration in alveolar areas was observed in lung tissues of animals exposed. 

Therefore the observed results in pulmonary mechanics could be associated with inflammatory 

processes, mainly related with the activation of mononuclear phagocytic cells, but not to 

alterations on the alveoli. 

The results from exposed animals to particles of coal and coal fly ash showed a 

significant increase in levels of DNA damage in relation to the control group. Among the possible 

mechanisms of DNA damage induced by particles, the activation of the phagocytic oxidative burst 

is considered (Knaapen et al., 2004). In addition, this response can be intensified by the metal 

content of these particles, because  these metals are present  in  the  form  of  easily  water-

soluble  salts, they can increase ROS generation through the Haber-Weiss reactions, inducing a 

significantly greater oxidative and inflammogenic reactivity (Knaapen  et  al.,  2004, Di Pietro et 
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al. 2009) and DNA strand breaks (Sander and Wilson 2005; Angelé-Martínez et al., 2014). In our 

study, significant concentrations of metals such as Cr, Fe and Ni were present in lung, liver, 

spleen and brain. Fe was a common metal in all organs analyzed, which is related to the 

composition of coal and important content of pyrite in coal Santa Catarina (Silva et al., 

2010).These results show the efficient translocation of metals from the lung by the bloodstream to 

extrapulmonary organs. Mani, et al., 2007 demonstrated that the toxic metals inhaled with fly ash 

in rats may get translocated into extrapulmonary organs as liver; Wallenborn et al., 2007 showed 

that PM-associated metals deposited in the lung of rats may be released into systemic circulation 

and reach organs such as heart and liver at different rates depending on their solubility and can 

be deposited and hence may manifest their toxic effects on different tissues (Zeng et al., 2016).  

Conclusions 

In summary, our data shows that the coal particles induced changes in the lungs which 

became more rigid, leading to resistance to movement during the respiratory cycles and induced 

the obstruction of central airways. The most significant changes in pulmonary mechanics were 

observed in animals exposed to COAL16 particles samples that lead to the parenchyma more 

inhomogeneous compromising significantly also peripheral airways. The complex composition of 

these particles causes persistent inflammation, which can be associated with the results in 

pulmonary mechanics, the activation of mononuclear phagocytic cells and proinflammatory 

cytokine release. The comet assay results showed that animals exposure to coal and coal fly ash 

particles induced primary DNA lesions which can be associated with oxidative damage 

consequence of the activation of phagocytic cells and cell independent mechanisms due to 

intrinsic chemical properties of the coal and coal fly ashes as well the presence of surface 

radicals, oxides, PAH and metals as Cr, Fe and Ni which translocated efficiently through the 

bloodstream to the liver, spleen and brain as shown. 
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Supplementary results 

Table 1. Concentration of inorganic elements in lung, liver, spleen and brain mice samples (ppm) of the control group and 

exposed group to coal (COAL11 and COAL16) and coal fly ash (CFA11 and CFA16) particles by PIXE method. 
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*Significant increase in relation to the control group at P <0.05; Student's t test (Welch correction). 
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V. DISCUSSAO GERAL 

Nos últimos anos a mineração do carvão teve um notável aumento na sua 

demanda mundial. Porém, apesar das vantagens econômicas, a produção de energia 

elétrica a partir do carvão mineral é uma das formas mais agressivas ao ambiente 

(Silva et al., 2010). Sabe-se que durante as atividades de mineração de carvão, 

grandes quantidades de partículas de carvão, HAP, metais e óxidos são liberados ao 

ambiente (Burt et al., 2013; Rohr et al., 2013). Uma vez liberadas, estas substâncias 

constituem misturas complexas e, se os efeitos sinérgico, aditivo e potencializador da 

mistura resultante forem levados em consideração, este é um dos maiores riscos para a 

saúde e segurança das populações expostas. 

De acordo com a International Energy Agency (IEA), o carvão mineral é 

responsável por 40% da produção de energia elétrica mundial (IEA, 2015). O Brasil 

conta com importantes reservas e termelétricas no sul do país, especificamente no estado 

de Santa Catarina (Silva et al., 2009). Durante o processo de combustão do carvão, os 

elementos nele contidos são volatizados e emitidos para a atmosfera juntamente com 

parte da matéria inorgânica, que é liberada sob a forma de partículas de cinzas 

voláteis. Estas partículas são coletadas em precipitadores eletrostáticos, mas na maioria 

das vezes esse método não é totalmente eficiente, e grande parte dessas partículas de 

cinzas são liberadas ao ambiente (Burt et al., 2013; Liu et al., 2015; Wang et al., 

2015). 

Estudos experimentais sobre os impactos negativos do carvão têm sido relatados 

na literatura, em animais (León et al., 2007; Zocche et al., 2010), em bactérias 

(Chakraborty & Mukherjee, 2009),  plantas (Naidoo and Chirkoot, 2004) e humanos 

(Rohr et al., 2013, León-Mejía et al., 2011; León-Mejía et al., 2014; Minina et al., 

2015). O ponto comum entre esses estudos é a avaliação do dano potencial para os 

organismos vivos ocasionado pela mineração de carvão.    

Com a finalidade de compreender melhor os efeitos da exposição às partículas 

de carvão e cinzas, este trabalho avaliou duas amostras de carvão e das cinzas 

geradas a partir da queima dos mesmos, provenientes do estado de Santa Catarina. 

Esta avaliação foi realizada in vitro na linhagem de fibroblastos de pulmão de hâmster 

chinês (células V79) e in vivo em camundongos expostos mediante instilação 

intratraqueal. 

Como demonstrado no Capítulo I, os resultados in vitro usando o ensaio Cometa 

Alcalino mostraram que a exposição das células V79 às partículas de carvão e cinzas 

induziram lesões primárias no DNA, e, no ensaio Cometa Modificado, foi evidenciado 

dano oxidativo. Adicionalmente, nos biomarcadores do ensaio Cyt-CBMN, as 

concentrações mais altas induziram citotoxicidade e instabilidade cromossômica. 

No Capítulo II são demostrados os efeitos da exposição a partículas de carvão 

e cinzas em camundongos BALB/c após 24 horas de instilação intratraqueal. Estes 

efeitos foram relacionados com a mecânica pulmonar, recrutamento de células 

(principalmente as mononucleares) e liberação de citocinas pró-inflamatórias. Também, 
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os resultados obtidos mostraram efeitos genotóxicos em células de sangue periférico e a 

translocação de metais como Cr, Fe e Ni do pulmão para o fígado, baço e encéfalo.  

Um ponto importante que deve ser salientado na discussão sobre os efeitos e as 

propriedades das partículas de carvão e cinzas avaliadas é o processo de combustão 

das mesmas. Antes da combustão, o carvão é pulverizado, sendo, posteriormente, 

injetado em presença ou não de combustíveis secundários, no forno e queimado a altas 

temperaturas (Heidrich et al., 2013). As reações que são originadas durante a 

combustão, e as propriedades das partículas derivadas, são dependentes do tipo de 

carvão, do tamanho do pó de carvão, do tipo de caldeira usada e das condições do 

processo de combustão, como, por exemplo, o uso de combustíveis adicionais (Martinez, 

2012).  

Como se pode observar na Figura 1 e nas Tabelas 1, 2 e 3 (Capítulo I), estas 

partículas são bastante heterogêneas, tanto em tamanho quanto na sua composição. 

Curiosamente, a amostra CFA16 foi queimada com uma mistura de óleo combustível e 

óleo diesel, que, evidentemente, influenciaram nas suas características químicas. Esta co-

combustão pode explicar o fato de que elementos que normalmente volatilizam-se 

durante a combustão do carvão ficaram condensados na matriz das partículas (Silva et 

al., 2010), os quais possivelmente contribuíram para a heterogeneidade da composição 

e para a maior concentração destes elementos traço. Como observado na Figura 1, de 

todas as amostras, a CFA16 teve menor tamanho nas partículas, sendo portanto possível 

que o uso da mistura de combustível diesel e óleo empregados na queima COAL16 

levassem a um processo de combustão mais eficiente e à formação de partículas 

menores. 

De modo geral, em relação à concentração de óxidos nas amostras de carvão e 

cinzas (Tabela 1, Capítulo I), observa-se uma homogeneidade, exceto SiO2 e Al2O3, que 

encontram-se em maior concentração. Também é importante salientar que estas 

partículas contêm quantidades significativas de dióxido de silício (SiO2), também 

conhecido como sílica, e óxido de alumínio (Al2O3) na sua superfície. Estudos nos quais 

foram avaliadas in vitro a citotoxicidade (Sandberg et al., 2012; Zhang et al., 2015) e 

a genotoxicidade (Guidi et al., 2015) da sílica propõem, como ponto comum, a geração 

de estresse oxidativo. Com respeito à sílica, estudos in vivo descrevem que a geração 

de estresse oxidativo (formação de radicais hidroxila ou ERN) desencadeiam eventos de 

sinalização para NF-kB e AP-1, levando isto a um ponto chave na patogênese de 

diversas doenças como silicose, fibrose e câncer (Ding et al., 2002, Chen et al., 2002, 

Cox, 2011). Além disso, estudos in vitro (Achary et al., 2012; Rajiv et al., 2016) e in 

vivo, descrevem que nanopartículas de óxido de alumínio (Al2O3) promovem a formação 

de radicais, como o radical hidroxila, e induzem estresse oxidativo (Shrivastava et al., 

2014). Em adição, outros estudos experimentais sugerem que a presença de Al está 

associada com processos inflamatórios no pulmão, os quais podem desencadear doenças 

respiratórias (Wagner et al., 2007) e processos cancerígenos (Spinelli et al., 2006; 

Exley et al., 2007).   

É importante ressaltar que, além dos óxidos, outros fatores também influenciam 

nas propriedades destas partículas, como a presença de metais e componentes 

orgânicos como os HAP na superfície do carvão e nas cinzas (Tabelas 2 e 3, Capítulo I). 
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Esses componentes contribuem notavelmente na formação de ERO e danos no DNA, e 

influenciam nos mecanismos de reparação do DNA, na mutagênese e na proliferação 

celular. Além desse conjunto de observações, estes fatores poderiam também influenciar 

na capacidade das partículas de gerar processos inflamatórios (Knaapen et al., 2004, 

Moller et al., 2014).  

Os resultados de genotoxicidade e dano oxidativo in vitro, descritos no Capítulo 

I, estão relacionados com os componentes destas partículas. Sugere-se que existe uma 

soma de efeitos de cada componente na mistura, isto é, óxidos, metais e HAP. Sabe-se 

que a presença de metais solúveis, tais como o Fe, Pb, Hg, Cd, Ag, Ni, V, Cr, Mn e Cu, 

associados às partículas são capazes de gerar ERO via reação de Haber-Weiss, 

seguido da indução de estresse oxidativo (Knaapen et al., 2004; Lodovici & Bigagli, 

2011).  

Dentre os compostos associados às partículas, os HAP possuem um papel 

importante na genotoxicidade das mesmas. Os HAP podem ser metabolicamente 

ativados e podem também induzir a formação de ERO, levando a estresse oxidativo e 

formação de adutos ou quebras simples no DNA (Perera et al., 2005; Mazzoli-Rocha et 

al., 2010; Valavanidis et al., 2013). Muitos dos HAP são considerados carcinogênicos, 

sendo associados a diversos tipos de câncer, como câncer de pulmão, de estômago e de 

pele (ATSDR, 2013; Jarvis et al., 2014). A principal via de ativação metabólica dos 

HAP é a geração de diol epóxidos catalisada pelo citocromo P450, dando lugar à 

formação de adutos no DNA, de radicais catiônicos e à formação de quinonas com 

atividade redox (Desler et al., 2009; Das et al., 2014). Particularmente, as amostras de 

carvão apresentaram maior conteúdo de HAP quando comparadas com as cinzas, o que 

provavelmente influenciou os efeitos inflamatórios significativos observados no pulmão 

dos animais expostos. Os HAP presentes, e em altas concentrações, em todas as 

amostras foram Antraceno, Fluranteno e Benzo(a)antraceno. O Antraceno e o 

Fluoranteno são considerados agentes mutagênicos, mas não carcinogênicos, e estão 

classificados no Grupo 3 pela IARC (IARC, 2010), embora existam estudos em modelos 

experimentais que demostrem as propriedades do Fluoranteno e seus efeitos 

carcinogênicos (Boström et al., 2002). O Benzo(a)antraceno é classificado pela IARC no 

grupo 2A, isto é, com “comprovação  limitada em humanos e evidências suficientes de 

carcinogenicidade em animais” (IARC, 2010). Porém, o Benzo(a)antraceno é considerado 

um composto mutagênico para uma ampla variedade de organismos, incluindo os seres 

humanos (US Environmental Protection Agency, 1999; European Commission, 2002; Kido 

et al., 2013). 

Comparando de forma geral a resposta das células in vitro, tanto no ensaio 

Cometa Alcalino e Modificado (Figura 3, Capítulo I) quanto nos biomarcadores do 

ensaio CBMN-Cyt (Tabela 4, Capítulo I), foi observado que os efeitos das partículas 

COAL11, COAL16 e CFA16 foram mais citotóxicos e genotóxicos e causaram maior 

dano oxidativo que os efeitos da cinza CFA11. É provável que a diferença dos efeitos 

observados entre CFA11 e CFA16 esteja associada com as concentrações mais altas dos 

compostos em CFA16, como anteriormente mencionado, derivados da combustão com 

combustíveis adicionais. Nesse sentido, a toxicidade e o dano oxidativo induzido por 

partículas de carvão e cinzas têm sido descritos em vários estudos usando diversas 
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linhagens celulares e usando diferentes biomarcadores (Dwivedi et al., 2012; 

Sambandam et al., 2015). Diabaté et al. (2011) evidenciaram que células epiteliais 

bronquiais BEAS-2B expostas às cinzas de carvão induziram a geração de ERO, 

aumento de glutationa total intracelular e da produção de OH-1, levando à conclusão 

de que, provavelmente, os metais de transição biodisponíveis da matriz das cinzas de 

carvão contribuem para estes efeitos. Estudos usando o teste de Salmonella/Microssoma 

(Teste de Ames) e o ensaio cometa Alcalino em células sanguíneas humanas indicam que 

os lixiviados de cinzas de carvão têm um potencial mutagênico e genotóxico 

(Chakraborty & Mukherjee, 2009). Adicionalmente, Gasparotto et al. (2013) 

demonstraram em macrófagos in vitro que as cinzas de carvão contêm partículas 

ultrafinas e componentes que induzem dano celular sub-crônico, efeitos inflamatórios e 

estresse oxidativo. 

Considerando os prováveis efeitos que podem ser induzidos in vivo pela 

exposição às partículas de cinzas e carvão, a literatura aponta que alguns destes 

efeitos podem estar associados a eventos precoces de carcinogênese (por exemplo, a 

formação de micronúcleos), os quais têm sido sugeridos como um biomarcador preditivo 

de risco de câncer (Bonassi et al., 2011). Coerentemente, nossos resultados do ensaio 

CBMN-Cyt (Tabela 4, Capítulo I) mostraram uma maior instabilidade cromossômica 

associada com a exposição às partículas de carvão e cinzas. De fato, existe uma 

preocupação cada vez maior sobre o risco da exposição a produtos carcinogênicos 

derivados da mineração de carvão, tais como sílica, metais e compostos orgânicos 

(Jenkins et al., 2013). 

Embora seja difícil comparar as análises in vitro e in vivo devido à complexidade 

que envolve um organismo vivo, algumas das respostas de estudos in vitro observadas 

no Capítulo I apoiam os resultados obtidos in vivo no Capítulo II.   

De modo geral, observa-se que os pulmões de animais expostos agudamente às 

partículas de carvão apresentaram rigidez e obstruções das vias aéreas centrais 

(Tabela 1, Capítulo II). Nestes experimentos, os animais expostos às partículas de 

COAL16 também mostraram comprometimento das vias aéreas periféricas, como 

observado pelos parâmetros significativos do componente viscoelástico da elastância e 

ΔP2, respectivamente. Este fato corrobora os efeitos observados para a mistura de 

concentrações significativas de compostos contidos na amostra COAL16, como SiO2, alto 

conteúdo de antraceno, fluoranteno, acenafteno e benzo(a) antraceno. Como descrito 

por Hartwig (2002), as lesões pulmonares podem surgir após exposição às partículas 

que contêm compostos capazes de gerar dano oxidativo como os HAP. Estas lesões 

podem estar associadas à morte celular (Ghanem et al., 2006) e efeitos inflamatórios 

potenciais em modelos murinos (Happo et al., 2008).  

Em relação à resposta inflamatória (Tabela 1, Capítulo II), observou-se um 

significativo influxo de células mononucleares nos animais expostos, tanto às partículas 

de carvão quanto às de cinzas. Porém, o recrutamento de células polimorfonucleares foi 

evidente somente nos animais expostos a COAL16. Essas respostas significativas nos 

permitem associar este recrutamento de células mononucleares com a liberação de 

citocinas durante o processo inflamatório. Todos os animais expostos a estas partículas 
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apresentaram aumentos significativos de TNF-α quando comparados com o grupo 

controle. A expressão de IL-1 β também foi evidente em todos os animais, porém níveis 

mais baixos foram encontrados nos expostos às partículas de CFA11. Na análise 

histológica pode se observar que a exposição a partículas de COAL11 e COAL16 

provocaram uma importante inflamação no parênquima pulmonar, evidenciada pela 

presença de espessamento de septo e edema alveolar principalmente nos animais 

expostos a partículas de COAL16 (Figura 2, Capítulo II). De modo interessante, o grupo 

exposto a COAL16 apresentou maior infiltrado celular no parênquima pulmonar, 

indicando um processo inflamatório ativo como observado no significativo recrutamento 

de células mononucleares e polimorfonucleares. De fato, somente os animais expostos às 

partículas de COAL16 mostraram níveis altamente significativos de expressão de IL-6, 

quando comparados ao grupo controle. Vários autores descrevem que durante o início 

agudo da inflamação, após a ativação de células fagocíticas como os macrófagos, são 

liberadas citocinas como TNF-α e IL-1β as quais estimulam a liberação de IL-6 (Schins & 

Borm, 1999; Scheller et al., 2011; Li et al., 2015). IL-6 contribui notavelmente na 

extensão do processo inflamatório (Scheller et al., 2011; Allen & Kurdowska, 2014). 

Levando na conta isto, os animais expostos às partículas COAL16 apresentaram maior 

expressão de citocinas TNF-α e IL-1β fato que pode explicar a significativa liberação 

de IL-6 nesse grupo.  

Para associar estes resultados, vale ressaltar que estas partículas são 

consideradas pobremente solúveis e quimicamente complexas. Partículas com estas 

características são capazes de gerar uma inflamação persistente e manter um pico de 

influxo de citocinas pró-inflamatórias, inclusive 24 horas após a instilação intratraqueal, 

como foi observado em nosso estudo. Diante destes achados, sugere-se uma associação 

entre a ativação da resposta inflamatória pulmonar e as alterações observadas na 

mecânica respiratória. Porém, como foi observado, não houve alterações significativas 

no percentual de alvéolos colapsados (Tabela 1, Capitulo II). 

Tem sido descrito que após da ativação de macrófagos, ocorre a estimulação de 

células epiteliais e fibroblastos, os quais são os principais produtores de componentes 

da matriz extracelular, incluindo colágeno, proteoglicanos e fibras elásticas, e em 

consequência existe deposição de fibras colágenas, contribuindo para o processo de 

fibrose pulmonar (Schins & Borm, 1999). Apesar do papel importante da inflamação na 

fibrogênese, a mesma não está necessariamente relacionada à resposta fibrótica, como 

foi verificado neste estudo. Os animais foram expostos durante 24 horas a estas 

partículas, período muito curto para a formação e deposição de fibras de colágeno e 

elásticas, mas sim um período acertado para o pico de expressão de citocinas (Tabela 

1, Capítulo II). 

Sabe-se que quanto menor o diâmetro aerodinâmico da partícula, maior o nível 

de inflamação desencadeado por elas (Knaapen et al., 2004). Cerca de 40% das 

partículas da amostra de COAL11 apresentaram diâmetros menores de 10 µm. O 

diâmetro das partículas de CFA11 foi maior comparado às demais amostras. Entretanto, 

aproximadamente 25% dessa amostra teve diâmetro menor de 10 µm. Mais de 30% 

das partículas de COAL16 apresentaram diâmetro menor que 10 µm, e todas as 

partículas de CFA16 tiveram diâmetros menores de 10 µm.  
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Os estudos apontam que o diâmetro da partícula determina em grande parte 

sua toxicidade potencial (para revisão, ver: Donaldson et al., 2001; Donaldson & Stone, 

2003). A probabilidade de deposição de partículas ultrafinas (UF) no trato respiratório 

aumenta abruptamente entre as menores partículas. Além disso, é conhecido que as 

partículas ultrafinas possuem um potencial inflamatório maior que as partículas finas 

(Donaldson et al., 2001; Liu et al., 2015). Elas têm a capacidade de depositar-se sobre 

estruturas epiteliais frágeis na região de trocas gasosas. Adicionalmente, o acúmulo 

excessivo de partículas afeta a função fagocítica dos macrófagos, associado com a 

resposta inflamatória, deposição intersticial de partículas e a proliferação de células 

epiteliais (Borm et al., 2004). Além disso, durante a ativação dos macrófagos, uma 

ampla gama de produtos incluindo oxidantes, lipídeos bioativos, citocinas, fatores de 

crescimento, proteases e antiproteases podem ser liberados (Schins & Borm, 1999; 

Hiraiwa et al., 2013). Este fato poderia explicar os significativos efeitos na mecânica 

pulmonar, o recrutamento de células mononucleares e a expressão de citocinas TNF-α e 

IL-1β, observados após exposição às partículas de COAL11, COAL16 e CFA16.  

De todas as amostras estudadas, CFA11 apresentou maior diâmetro das 

partículas (65,52 µm), o que poderia justificar as análises de mecânica pulmonar serem 

similares ao grupo controle. Porém, de maneira interessante, estudos demonstram que 

partículas de diâmetro de 5 a 10 μm podem causar uma fagocitose incompleta ou 

“frustrada” (Champion and Mitragotri, 2006; Schinwald and Donaldson, 2012). Neste 

cenário, produz-se uma inflamação persistente, fato que poderia ter relação com o 

significativo recrutamento de células mononucleares e a expressão de TNF-α após 

exposição às partículas CFA11.   

Os efeitos genotóxicos significativos evidenciados em células do sangue 

periférico dos camundongos expostos às diferentes partículas poderiam estar associados 

aos mecanismos celulares e não celulares de formação de ERO e, em consequência, ao 

dano oxidativo gerado pela exposição a estas partículas, como foi observado também 

em cultura células de fibroblastos de pulmão de hamster chinês (V79), descritas no 

primeiro capítulo deste trabalho. Neste contexto, estudos de genotoxicidade usando 

sangue periférico de camundongos demostram os efeitos genotóxicos potenciais da 

mineração de carvão (León et al., 2007; Caballero-Gallardo & Olivero-Verbel, 2016). 

Muitos autores descrevem o papel importante dos metais na geração de dano 

oxidativo (Beyersmann and Hartwig, 2008; Jomova & Valko, 2011; Jaishankar et al., 

2014). Assim, no presente estudo, foram analisadas as concentrações de elementos 

inorgânicos presentes em diferentes órgãos, além do pulmão. Diversos estudos 

descrevem que as partículas ultrafinas podem ter seu acesso a outras células no epitélio, 

ao interstício, assim como às paredes vasculares aumentado (Borm et al., 2004; Mo et 

al., 2009; Terzano et al., 2010) e, com isso, migrar para órgãos extrapulmonares 

(Oberdörster et al., 2004). Em adição, tem sido descrito que os metais presentes na 

superfície das partículas podem se translocar do pulmão para outros órgãos, 

manifestando seus efeitos tóxicos em diferentes tecidos (Mani et al., 2007; Kreyling et 

al., 2011). 
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É importante ressaltar que o sistema respiratório pode não ser o único alvo na 

toxicidade de metais, mesmo na sua forma inalatória (Zeng et al., 2016). Algumas 

partículas e outros compostos solúveis difundem-se pela corrente sanguínea, podendo se 

dissociar durante seu transporte. O sangue pode então transportar metais tóxicos, que 

podem dar lugar a efeitos sistêmicos, afetando não somente o pulmão, mas outros 

órgãos como o encéfalo, fígado, rins, entre outros, e levando a doenças neurológicas, 

danos renais e hepáticos (Borm et al., 2004; Zeng et al., 2016).  

De modo geral, os metais que estiveram presentes em concentrações 

significativas no pulmão, fígado, baço e no encéfalo foram Cr, Fe e Ni (Figura 3, 

Capítulo II).  Elementos como Cr e o Ni são catalogados pela IARC na categoria 1 como 

carcinógenos para os seres humanos (IARC, 2012). É importante ressaltar como elemento 

comum em todos os órgãos analisados, destaca-se o Fe, o qual está relacionado com a 

contitução do carvão como o importante conteúdo de pirita no carvão de Santa 

Catarina (Silva et al., 2010). 

É interessante notar que metais solúveis têm sido descritos pela sua capacidade 

de se translocar pela circulação sanguínea a órgãos extrapulmonares (Kreyling et al., 

2011). Mani et al. (2007) descreveram que ratos expostos às partículas de cinza de 

carvão mostraram aumento das concentrações de Cd nos pulmões, fígado e rins, 

indicando que após a absorção do Cd nos pulmões, este foi transportado a órgãos 

extrapulmonares. 

O fígado pode ser o lugar primário de biotransformação de xenobióticos. É um 

órgão propenso a sofrer danos por receber substâncias tóxicas do sistema circulatório, 

além de ser o local da ativação de alguns destes componentes (Singh et al., 2016). 

Assim, muitos destes compostos são detoxificados e eliminados, principalmente como 

conjugados, alguns deles concentram-se até atingir níveis tóxicos e outros são 

bioativados, transformando-se em intermediários reativos que podem levar a danos no 

fígado e desencadear doenças, incluindo o câncer (Butterworth, 2010). Os metais 

pesados, por exemplo, têm afinidade pelos grupos sulfidrila livres do GSH, de 

aminoácidos e de proteínas, e podem também causar inibição não competitiva de 

muitas enzimas (Zenget al., 2016). A exposição a metais pode reduzir drasticamente a 

reserva de grupos SH disponíveis e produzir estresse oxidativo (Jomova & Valko, 2011). 

Sabe-se que o fígado é o principal local de armazenamento de ferro, sendo susceptível 

ao dano oxidativo. Ferro e outros metais pesados (Cu, V, Ni) têm a capacidade de 

gerar ERO e em consequência, aumentar a peroxidacão lipídica das membranas 

hepáticas e a disfunção mitocondrial (Butterworth, 2010).   

No que diz respeito ao baço, sua função está relacionada à hematopoese e a 

destruição de células sanguíneas vermelhas velhas. Forma parte do sistema linfático e é 

o centro de atividade do sistema imune (Suttie, 2006). O baço é um sítio de toxicidade 

direta ou indireta e um alvo para alguns xenobióticos, o qual pode levar a doenças 

imunológicas e câncer (De Jong & Van Loveren, 2007). Whittaker et al. (1996) 

descreveram que, em ratos, a toxicidade de metais como Fe está associada com 

processos de morte celular em diferentes órgãos além do baço, sugerindo que o estresse 

oxidativo está envolvido na patogênese das lesões. Outros elementos metálicos como Cr 
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têm sido associados com alterações no baço e no sistema imunológico de camundongos 

(Ferreira et al., 2003). 

Outro órgão bastante suscetível ao dano de radicais livres é o encéfalo. Este é 

um órgão que tem uma alta concentração de ácidos graxos poliinsaturados, associada a 

uma alta atividade metabólica e relativamente baixa capacidade antioxidante. O ferro 

é essencial no encéfalo, mas altas quantidades podem levar à geração de dano nas 

células cerebrais, uma vez que pode conduzir ao estresse oxidativo (Hagemeier et al., 

2012). Além do Fe, outro metal que esteve em concentrações significativas no encéfalo 

foi o Ni. Embora os mecanismos moleculares de carcinogenicidade do Ni ainda não 

sejam claros, sugere-se que a exposição ao Ni induz estresse oxidativo, pela redução 

na expressão de enzimas antioxidantes e geração de quebras duplas no DNA (para 

revisão, ver Kim et al., 2015). 

De forma similar ao descrito neste estudo, alguns autores relatam que a inalação 

contínua de poluentes ocupacionais como as partículas de carvão ou cinzas contribui 

significativamente para o surgimento e progressão de várias doenças respiratórias 

mediadas pela formação de ERO e estresse oxidativo (Pelucchi et al., 2006; Park et al., 

2009; Centers for Disease Control and Prevention (CDC), 2012). Como é mostrado no 

Anexo 1, no trabalho intitulado “Genetic damage in coal miners evaluated by buccal 

micronucleus cytome assay”, foram realizadas análises de elementos inorgânicos no 

sangue periférico de mineiros expostos cronicamente às partículas de carvão numa mina 

localizada em Guajira-Colômbia. Na análise das concentrações dos elementos, foram 

observadas quantidades significativamente maiores de Si e Al no grupo exposto. Estes 

elementos foram encontrados em quantidades consideráveis em forma de óxidos na 

composição do carvão em Guajira, caso similar à composição do carvão e cinzas do 

estado de Santa Catarina (Tabelas 1 e 2, Capítulo I). 

É importante ressaltar que a exposição crônica às misturas complexas como as 

produzidas durante as atividades de mineração de carvão tem sido objeto de estudo 

ao redor do mundo, usando diferentes biomarcadores (Donbak et al., 2005; Santa 

Maria et al., 2007; Minina et al., 2015). Sendo assim, a Tabela 1 do capítulo do livro 

“Occupational Exposure to Coal, Genotoxicity and Cancer Risk” (Anexo 2) apresenta 

uma compilação de estudos acerca da exposição a resíduos de combustão e mineração 

de carvão em humanos.  

Avaliar os riscos por meio de estudos de biomonitoramento em populações 

expostas às misturas complexas pode ser bastante complicado. É importante levar em 

consideração que os trabalhadores não estão expostos a um único componente, sendo 

necessário, portanto, considerar a toxicidade de cada componente na mistura, e a 

natureza imprescindível dos efeitos da interação, os quais podem ser aditivos ou 

sinérgicos (Pastor et al., 2002; Cogliano, 2016). 

Em relação aos efeitos da exposição a subprodutos do carvão, estudos sobre a 

toxicidade das partículas e de biomonitoramento de trabalhadores expostos à 

mineração de carvão representam uma boa referência na discussão sobre os efeitos das 

cinzas no tecido pulmonar. Neste contexto, Celik et al. (2007) encontraram um dano 

citogenético significativo nos trabalhadores expostos às cinza e gases provenientes da 
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queima de carvão, atribuído aos efeitos acumulativos e relacionados à complexidade 

da mistura produzidos pela combustão.  

Se considerarmos conjuntamente os resultados in vitro e in vivo, pode ser 

observado que, nos resultados in vitro (Capítulo I), a citotoxicidade e genotoxicidade 

foram notáveis nas células expostas às partículas CFA16. In vivo (Capítulo II) efeitos 

inflamatórios importantes e na mecânica respiratória foram observados nos animais 

expostos a partículas de carvão. Essas observações podem estar relacionadas com a 

complexidade e diferença entre os dois modelos. In vitro os diferentes 

microcomponentes destas partículas conseguem se lixiviar, interagir e causar dano no 

DNA, entretanto no modelo in vivo existe um processo de metabolização de compostos 

como os HAP, somado ao fato que estão presentes partículas de diferentes tamanhos 

que tentam ser fagocitadas pelos macrófagos desencadeando um processo inflamatório 

muito ativo associado à formação de ERO, dano nas macromoléculas e mudanças no 

tecido pulmonar. 

Particularmente, se comparamos os efeitos entre as partículas de CFA11 e 

CFA16, pode se notar que as células expostas às partículas CFA16 apresentaram níveis 

de danos oxidativos similares às expostas a partículas de carvão. Nas análises in vivo, 

nos parâmetros da mecânica pulmonar e expressão de citocinas, os valores foram 

maiores nos animais expostos à CFA16, quando comparado com os expostos à CFA11. 

Essas observações nos levam a sugerir que, além do processo de combustão alterar a 

toxicidade das partículas de carvão, o uso de combustíveis adicionais no processo de 

queima altera as características das partículas geradas em relação ao tamanho e 

composição química e consequentemente aumenta os possíveis riscos das populações 

expostas.  

Em resumo, a heterogeneidade química e o tamanho das partículas de cinzas e 

carvão podem explicar os efeitos citotóxicos, genotóxicos e pulmonares e os mecanismos 

“acelulares” e “celulares” relacionados com a formação de ERO (Figura 19). Dentre os 

mecanismos “acelulares” de geração de oxidantes, os metais e óxidos presentes nas 

partículas de carvão e cinzas, por diferentes vias, desempenham um papel crítico. Como 

consequência, importantes macromoléculas como lipídeos, proteínas e principalmente o 

DNA sofrem modificações oxidativas. Adicionalmente, os HAP contidos nas partículas 

também contribuem na toxicidade celular pela geração de ERO e formação de adutos 

com o DNA. Estes componentes antes mencionados podem não somente afetar o pulmão, 

mas também outros órgãos, devido à eficiente translocação pela circulação sanguínea. 

Uma segunda via indireta importante de formação de ERO está relacionada com 

mecanismos celulares, consequência da produção aumentada de oxidantes pelos 

macrófagos e neutrófilos durante a fagocitose de partículas de carvão e cinzas e da 

inflamação produzida.  

Todo este cenário passa a ser alarmante, se forem consideradas as populações 

expostas à inalação contínua, às altas cargas de partículas em células fagocíticas no 

pulmão, e o desequilíbrio redox que estão ligados à origem de processos patológicos. 

Este trabalho contribui para conhecimento sobre os efeitos destas partículas e os riscos 

da exposição, além de contribuir para o estabelecimento de novas estratégias de 

controle e prevenção nas populações expostas.  
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Figura 19. Resumo gráfico do trabalho: avaliação in vitro e in vivo dos efeitos de partículas de carvão e cinzas 

provenientes de Santa Catarina 



 

110 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

111 
 

VI. CONCLUSÕES 

 

1. Conclusão Geral  

O conjunto de resultados desta tese permite concluir que as amostras de 

partículas de carvão e cinzas provenientes de Santa Catarina causam lesões primárias 

no DNA e, nas concentrações mais altas, induzem citotoxicidade e instabilidade 

cromossômica associada ao dano oxidativo in vitro. Adicionalmente, foi possível 

demostrar que a exposição aguda às partículas de carvão e cinzas em camundongos 

afeta a mecânica pulmonar, induz o recrutamento de células principalmente 

mononucleares, a expressão de citocinas pró-inflamatórias no pulmão e efeitos 

genotóxicos em células do sangue periférico. Além disso, foi demonstrada a 

translocação eficiente de alguns metais pela corrente sanguínea, do pulmão ao fígado, 

baço e encéfalo. Estes resultados estão relacionados com compostos contidos na 

superfície das partículas, tais como óxidos, metais e HAP detectados nas amostras.     

 

2. Conclusões específicas  

 Os resultados no Ensaio Clonogênico permitiram evidenciar o potencial citotóxico 

das partículas em cultura de células de fibroblastos de pulmão de hâmster chinês 

(V79). 

 

 As análises pelo ensaio Cometa Alcalino mostraram que a exposição das células 

V79 às partículas de carvão e cinzas induziram lesões primarias no DNA. 

 

 As partículas de COAL16 e CFA16, nas concentrações mais altas, são capazes 

de induzir danos oxidativos no DNA em células V79. 

 

 A análise dos biomarcadores do CBMN-Cyt evidenciou que as concentrações 

mais altas de partículas de carvão e cinzas foram capazes de induzir efeitos 

citotóxicos (apoptose e necrose) e instabilidade cromossômica (formação de 

ponte, broto e MN), porém nenhuma das amostras teve efeito significativo sobre 

a proliferação celular. 

 

 Nas análises de mecânica pulmonar, os animais expostos às partículas de carvão 

apresentaram rigidez e obstruções das vias aéreas centrais, oferecendo maior 

resistência ao movimento durante os ciclos respiratórios. 

 

 As partículas de carvão e cinzas induziram significativamente o recrutamento de 

células, principalmente células mononucleares no pulmão e, portanto, a liberação 

de citocinas pró-inflamatórias como TNF-α e IL-1β.   
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 Efeitos genotóxicos foram observados no sangue periférico de camundongos 

expostos a partículas de carvão e cinzas, os quais poderiam estar associados à 

geração de dano oxidativo. 

 

 Na análise da morfometria, não foram evidenciadas alterações significativas no 

percentual de alvéolos colapsados após 24 horas de instilação intratraqueal 

com partículas de carvão e cinzas.   

 

 Na análise da formação de fibras, não foi observada a formação de fibras 

elásticas e colágenas no pulmão dos camundongos expostos. 

 

 Na avaliação da concentração dos elementos nos diferentes órgãos dos 

camundongos pelo método de PIXE, foram encontradas quantidades 

significativamente maiores de Cr, Fe e Ni, quando comparadas com o grupo 

controle. 

 

 A detecção de metais no fígado, baço e encéfalo permite concluir que existe 

translocação eficiente de metais pela circulação sanguínea até órgãos 

extrapulmonares. 

 

 Os efeitos observados in vitro e in vivo estão relacionados com a geração de 

ERO e formação de adutos pró-mutagênicos, consequência dos efeitos de 

componentes destas partículas como HAP, óxidos e metais. 
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VII. PERSPECTIVAS 

Para uma melhor compreensão dos efeitos gerados pela exposição a partículas de 

carvão e cinzas, seria de grande importância a avaliação dos seguintes aspectos:  

 Avaliar os efeitos citotóxicos e genotóxicos em outras linhagens celulares como 

macrófagos alveolares murinos (RAW264.7), células epiteliais humanas (A549) e 

células do fígado (HEPG2); 

 Avaliar a indução de estresse oxidativo in vitro (medida de SOD, CAT, GPx, 

GSH); 

 Avaliar in vivo períodos de exposição subcrônica, e também períodos de 

exposição crônica às partículas de carvão e cinzas; 

 Conjuntamente ao uso de períodos de exposição subcrônica, seria interessante 

incluir análise de TGF-β para reforçar a investigação histológica de formação 

de fibras de colágeno em camundongos expostos a partículas de carvão e 

cinzas; 

 Incluir análises de marcadores de estresse oxidativo (medida de SOD, CAT, 

GSH) no pulmão de camundongos expostos a partículas de carvão e cinzas; 

 Incluir a análise da expressão de quimiocinas no pulmão de camundongos 

expostos a partículas de carvão e cinzas, tais como IL-8 e MCP-1/CCL2; 

 Incluir análises de expressão de RNAm para analisar a expressão de pró-

colágeno 3 e pró-colágeno 9, os quais estão relacionados com períodos de 

remodelamento do tecido pulmonar em camundongos; 

 Incluir técnicas de imunohistoquímica para visualizar a expressão da síntese de 

pró-colágeno 3 em camundongos expostos a partículas de carvão e cinzas; 

 Analisar a expressão de diferentes marcadores de proteínas de estresse em 

camundongos, após exposição a partículas de carvão e cinzas, tais como 

caspase 8 e NF-kB usando western blotting; 

 Incluir análises de histologia de fígado, baço, encéfalo, rins e coração de 

camundongos expostos a partículas de carvão e cinzas; 

 Analisar a translocação de HAP do pulmão ao fígado de camundongos expostos 

a partículas de carvão e cinzas; e 

 Utilizar ICP-MS (espectrometria de massas com plasma de acoplamento indutivo) 

para determinar as concentrações de elementos inorgânicos presentes em outros 

órgãos de camundongos, como rins e coração. 
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Table 1. Concentration of inorganic elements in lung, liver, spleen and brain mice samples (ppm) of the control group and exposed group to coal (COAL11 and COAL16) and 
coal fly ash (CFA11 and CFA16) particles by PIXE method (mean ± standard deviation).  
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