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RESUMO

Atualmente os produtos organicos tém ganhado destaque por sua qualidade
nutricional, seguranca alimentar e pela sustentabilidade na sua producéo. A producédo organica
utiliza fungicidas a base de cobre, como a calda bordalesa, que € composta por sulfato de
cobre e cal hidratada. O cobre é um elemento quimico natural e fundamental para os
organismos vivos, porém ha controvérsias em relacdo aos efeitos causados ao ambiente e a
salde humana. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar os teores de cobre em solos e sucos
de laranja e uva de uma propriedade organica que utiliza a calda bordalesa como fungicida, e
a partir das concentragcdes encontradas, avaliar os efeitos da exposi¢do aguda e cronica sobre o
sistema nervoso de Caenorhabditis elegans. O estudo iniciou a partir da coleta dos solos e das
frutas, logo apos a colheita foram extraidos os sucos de laranja e uva. Posteriormente, foram
analisadas as concentracGes de cobre em solos e nos sucos de laranjas e uvas através de
Espectrofotometria de Absorcdo Atémica por Plasma de Argbnio. Apos a determinagdo dos
teores de cobre nos sucos de laranjas e uvas, os C. elegans foram divididos em cinco grupos,
0 grupo controle recebeu &gua ultrapura, e os tratados com cobre receberam as doses de 0,05
mg/L, 0,1 mg/L, 0,3 mg/L e 0,7 mg/L. Apds a exposicdo foram avaliados parametros
comportamentais e enzimaticos de cepas selvagens de C. elegans. Os ensaios das exposicdes
aguda e cronica dos C. elegans ao cobre demonstraram que houve alterac@es da atividade da
Acetilcolinesterase. Na exposicdo aguda as doses de 0,05 mg/L, 0,1mg/L e 0,7 mg/L ativaram
a enzima, resultado similar foi encontrado apds exposi¢do cronica para as doses 0,3 mg/L e
0,7 mg/L. J& as doses de 0,05 mg/L e 0,1 mg/L inibiram a enzima ap6s exposi¢ao cronica. Os
organismos expostos também mostraram alteracbes comportamentais, como reducdo nos
batimentos faringeos a exposi¢do aguda na dose de 0,05 mg/L e 0,7 mg/L em exposicao
crénica e aumento no ciclo de defecacdo nas doses de 0,1 mg/L e 0,3 mg/L em exposicao
aguda e reducdo em exposicdo cronica a 0,3 mg/L. Conforme ja& era esperado 0s niveis de
cobre estavam aumentados nos solos que receberam o fungicida a base de cobre, 0 mesmo foi
encontrado para 0s sucos. Porém, observou-se que as doses encontradas nos Sucos
promoveram significativas alteracbes no sistema colinérgico o que repercutiu no
comportamento dos vermes. Assim, recomenda-se maior critério para aplicacdo de calda
bordalesa, considerando que o cobre por ser um metal tem potencial de bioacumulagdo nos
sistemas biolégicos.

Palavras-chave: Acetilcolinesterase, Comportamento, C. elegans.



ABSTRACT

Currently, organic products have gained attention for its nutritional quality, food
safety and sustainability in its production. Organic farming uses copper-based fungicides such
as a Bordeaux mixture, which is composed of hydrated lime and copper sulfate. Copper is a
natural and essential chemical element for living organisms, but there are controversies
regarding the effects on the environment and human health. Thus, the objective of this study
was to evaluate the copper content in soils, orange and grape juice of an organic property that
uses the Bordeaux mixture as fungicide, and from the concentrations found, to evaluate the
effects of acute and chronic exposure on Caenorhabditis elegans nervous system. The study
started from the collection of soil and fruit, after harvest were extracted the orange and grape
juices. Subsequently, the copper concentrations in soil and in the juice were analysed by
Atomic Absorption Spectrometry Plasma Argon. After determination of the copper
concentration in the juices, the C. elegans were divided into five groups, the control group
received ultrapure water, and treated with copper received the 0.05 mg/L, 0.1 mg/L, 0.3 mg/L
and 0.7 mg/L. After the exposure, behavioral and enzymatic parameters of wild strains of C.
elegans were evaluated. The trials of acute and chronic exposures of C. elegans to copper
showed that there were changes in acetylcholinesterase activity. In the acute exposure doses
of 0.05 mg/L, 0.1 mg/L and 0.7 mg/L activated the enzyme, a similar result was found after
chronic exposure at doses 0.3 mg/L and 0.7 mg/L. Doses of 0.05 mg/L and 0.1 mg/L inhibited
the enzyme after chronic exposure. Exposed organisms also showed behavioral changes, such
as reduction in pharyngeal beats to acute exposure at a dose of 0.05 mg/L and 0.7 mg/L on
chronic exposure and increase in the defecation cycle at doses of 0.1 mg/L and 0.3 mg/L on
acute exposure and reduction on chronic exposure at 0.3 mg/L. As expected, copper levels
were increased in soils that received the copper-based fungicide, the same was found for
juices. However, it was observed that the doses found in the juices promoted significant
changes in the cholinergic system, which had repercussions on the behavior of the worms.
Thus, it is recommended major criterion for the application of Bordeaux mixture, considering
that copper metal has to be a potential for bioaccumulation in biological systems.

Key words: Acetylcholinesterase, Behavior, C. elegans
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INTRODUCAO GERAL

A producdo organica é uma das préaticas agricolas sustentaveis que visa reduzir 0s
problemas ambientais e de saude humana relacionada as praticas convencionais de producéo
(ANDOW et al., 2017). No Brasil, os alimentos organicos tiveram uma expansdo na década
de 1990. Este crescimento é notavel, pois a agricultura convencional é baseada no uso de
produtos quimicos e a agricultura organica almeja uma melhor qualidade de vida para os
produtores e consumidores dos alimentos através de produtos ecologicamente sustentaveis
(CARDOSO; CASAROTTO FILHO; CAUCHICK MIGUEL, 2015).

O principal grupo de fungicidas aprovado para uso em sistemas de producdo de
culturas organicas é composto por cobre. Em 1885, uma mistura formada por sulfato de cobre
(CuSOQy) e cal (Ca (OH),), a calda bordalesa, foi descoberta para controlar doengas causadas
por Plasmopara viticola em videiras. Esse fungicida é utilizado em grande escala em todo o
mundo (GHORBANI, 2007). A calda bordalesa é um fungicida muito utilizado na agricultura
organica de frutas, como a viticultura, para o controle do mildio causado pela Plasmopara
viticola e na citricultura, para prevenir a doenca podriddo marrom causada pela Alternaria
alternata (MARTINS et al., 2014; BAURAND et al., 2016;).

O cobre é um elemento natural ndo sintético, porém é um contaminante nos sistemas
de agua e solo e sua liberacdo pode representar uma ameaca tanto para a salde humana
guanto para o ambiente (BALINT; SAID-PULLICINO; AJMONE-MARSAN, 2015; YU;
ZHANG; YIN, 2012). A contaminacao por metal pesado é uma das maiores ameacas para 0
ecossistema, pois degrada o habitat e apresenta alto potencial tdxico para a vida humana,
devido a sua persisténcia na natureza (FERRANTE et al., 2017). Os metais caracterizam-se
por serem altamente estaveis e dificeis de degradar e, portanto, facilmente transportados e

acumulados atraves da rede alimentar (FENG et al., 2018).

O cobre é um elemento essencial, porém é extremamente toxico e altamente
bioacumulavel. Eliminacdo de &aguas residuais e industriais, mineracdo, incineracdo e
fungicidas de cobre utilizados na agricultura sdo a principal fonte de contaminacao por cobre
(CHEN; CHEN; DONG, 2011). A bioacumulacdo caracteriza-se pelo acumulo de metal
intracelular, sendo uma absorcido de metal por células vivas (KADUKOVA; VIRCIKOVA,
2005). A forma quimica do cobre afeta sua toxicidade. Sabe-se que as espécies altamente

soluveis, como o sulfato ou nitrato cobre, sédo facilmente absorvidas, j& as formas menos



soliveis como o 6xido de cobre sdo menos biodisponiveis (CEKO; AITKEN; HARRIS,
2014).

No meio ambiente, alteragdes como diminui¢cdo do crescimento da raiz e parte aérea,
numero de folhas reduzidas, taxas de fotossintese alteradas, alteracdes nos niveis de clorofilas,
carotenoides e no teor de elementos minerais, acucares e lipideos nas partes vegetativas das
plantas, tém sido associadas ao excesso de cobre (MARTINS, 2014). Nos seres humanos,
déficit ou excesso alimentar podem produzir consequéncias adversas a salde. O excesso de
cobre pode promover o estresse oxidativo in vivo, contribuindo para o surgimento de diversas
doencas como aterosclerose e neurodegeneracdo (CEKO; AITKEN; HARRIS, 2014).

Ensaios com o auxilio de organismos indicadores sdo frequentemente realizados para
fornecer potenciais riscos ambientais, bem como, a intoxicacdo pela exposicdo aos metais
presentes em estudos in vivo e in vitro, avaliando efeitos agudos e cronicos (SHEN; XIAO;
YE; WANG, 2009).

O Caenorhabditis elegans tem o potencial de fornecer dados de toxicidade valiosos no
seu organismo de maneira rapida e com baixo custo (HUNT; OLEJNIK; SPRANDO, 2012).
O uso deste modelo tem crescido nas Gltimas décadas. Em 1963, o bidlogo molecular, Sydney
Brenner, nos Estados Unidos, foi um dos primeiros a listar as vantagens experimentais com
esse modelo animal, ndo apenas no campo da biologia basica, mas no estudo e

desenvoolvimento do sistema nervoso (BRENNER, 1988).

O C. elegans ¢ um nematddeo muito utilizado como modelo vivo em estudos, pois
apresenta um genoma muito semelhante aos seres humanos. Isso se deve ao fato que ha algo
em comum na linha evolutiva, ou seja, filogenia dos antepassados entre C. elegans e seres
humanos. Como principais caracteristicas, podemos dizer que sdo hermafroditas e machos
simples, tem um ciclo de vida curto, em média 3 dias para a idade adulta, uma ninhada
grande, sdo faceis de manusear e apresentam corpos transparentes, facilitando a observacgdo de
seus 6rgdos internos (COLMENARES, 2016).

Estudos estdo sendo realizados para avaliar os efeitos dos metais toxicos no sistema
nervoso de C. elegans, analisando o comportamento, expressao e morfologia. A exposicao
neural a metais toxicos pode levar a defeitos de comportamento na locomocdo deste animal,

indicando uma disfuncao do sistema nervoso (CHEN, 2013).



De acordo com um estudo realizado por WANG et al. (2009), o C. elegans exposto ao
cobre promoveu uma reducdo no tamanho da ninhada, encurtou o tempo de vida, houve uma

rejeicao a alimentacao e apresentou um comportamento anormal do movimento.

Por desempenhar um papel importante na formacdo de estruturas cerebrais, assim
como na modulagdo de fungdes cognitivas e comportamentais, a enzima Acetilcolinesterase
(AChE) tem sido descrita como um biomarcador, conhecida por Vvarios contaminantes
ambientais. A AChE representa um mecanismo importante do sistema colinérgico, onde
participa no final da neurotransmissdo, podendo ser inibidas por drogas, agentes nervosos e
metabdlicos secundarios. (HAVERROTH, 2015).

A acetilcolinesterase € uma enzima que atua na transmissdo do impulso nervoso e
degrada a acetilcolina em acetato e colina na fenda sinéptica de sinapses colinégicas e juncdes
neuromusculares. Metais, organofosfatos e carbonatos podem inibir a atividade da
acetilcolinesterase (VIDAL-LINAN, 2016; COSTA; LILLEY; ATKINSON; URWIN, 2009) .
Por ser um importante mediador da comunicagdo neural, a acetilcolinesterase também tem um
papel significativo na manutencdo da homeostase fisioldgica celular (MUKHERJEE; RAY;
RAY, 2016).

Pelo fato da enzima AChE ser um biomarcador, é possivel quantificar os impactos
gerados sobre os organismos vivos, através da avaliacdo de efeitos bioquimicos e celulares
pela exposigdo aos poluentes ambientais (LEELAJA; RAJINI, 2013). Dessa forma, o presente
estudo objetiva determinar a concentracdo de cobre presente nos solos e sucos de laranjas e
uvas de producdo organica que utiliza como fungicida a calda bordalesa e analisar se o cobre

é neurotoxico em C. elegans.
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RESULTADOS

Os resultados serdo apresentados na forma de manuscrito cientifico que, apés traducéo

para o inglés, sera submetido para publicacdo em revista cientifica da area de toxicologia.

Artigo: EFEITO DO COBRE SOBRE O SISTEMA NERVOSO DE

Caenorhabditis elegans
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EFEITO DO COBRE SOBRE O SISTEMA NERVOSO DE Caenorhabditis elegans

COPPER EFFECT ON THE NERVOUS SYSTEM OF Caenorhabditis elegans

PHILIPPSEN. D.F!: KAIZER, R.R.:;: KORF, E.P.1

RESUMO

O processo produtivo orgénico estd utiza fungicidas como a calda bordalesa, que
apresenta em sua composicao o sulfato de cobre associado a cal hidratada. A utilizacdo deste
fungicida esta sendo questionada devido ao impacto do acumulo de cobre no ambiente, e que
consequentemente, pode afetar de forma negativa 0s organismos vivos, interferindo no
metabolismo das células e provocando toxicidade. Nesse contexto, o objetivo deste estudo, foi
verificar os teores de cobre presentes em solos e sucos de laranja e uva que recebem como
tratamento fungicida a utilizacdo da calda bordalesa. Ainda, avaliar a toxicidade do cobre por
parametros bioguimico e comportamental pela exposicdo aguda e crbénica do nematddeo
Caenorhabditis elegans. As concentragdes de cobre nos solos e sucos de laranjas e uvas foram
identificadas através da Espectrofotometria de Absorcdo Atdmica por Plasma de Arg6nio e
apos determinados os niveis de cobre para a avaliagdo de toxicidade. A exposi¢cdo ao metal
“in vivo” foi realizada nas concentra¢des de 0,05 mg/L, 0,1 mg/L, 0,3 mg/L ¢ 0,7 mg/L ¢
comparadas com um grupo controle, que recebeu agua ultrapura. Os resultados mostraram
que ha presenca de cobre nos solos em niveis maiores que o grupo controle. Observou-se 0
cobre em um valor médio de 0,25 mg/L no suco de laranja e 0,69 mg/L no suco de uva. Os
organismos expostos de forma aguda e cronica a diferentes concentracfes mostraram
alteragBes comportamentais e ativaram a atividade da enzima acetilcolinesterase, ja em baixas
concentracdes apds exposicao cronica houve inibicdo desta enzima.

Palavras-chave: Calda bordalesa. Suco de frutas. C. elegans. Acetilcolinesterase.

ABSTRACT

The organic production process uses fungicides such as Bordeaux mixture, having in
their composition copper sulphate associated with hydrated lime. The use of this fungicide is
being questioned due to the impact of the accumulation of copper in the environment, and that
consequently, can negatively affect living organisms, interfering in the metabolism of the
cells and provoking toxicity. In this context, the aim of this study was to assess the present
levels of copper in soils and orange juice and grape receiving treatment fungicide as the use of
Bordeaux mixture. Further, to evaluate the toxicity of copper by biochemical and behavioral
parameters by acute and chronic exposure of the nematode Caenorhabditis elegans. The
concentrations of copper in the soils and juices of oranges and grapes were identified through
Atomic Absorption Spectrophotometry by Argon Plasma and after determined the levels of

1 Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), Campus Erechim/RS, Erechim/RS/BR.
Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia Ambiental
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copper for the evaluation of toxicity. The metal exposure "in vivo" was held at concentrations
of 0.05 mg/L, 0.1 mg/L, 0.3 mg/L and 0.7 mg/L and compared with a control group that
received water ultrapure. The results showed that there is presence of copper in soils at higher
levels than the control group. Copper was observed in an average value of 0.25 mg/L in
orange juice and 0.69 mg/L in grape juice. The organisms exhibited acute and chronic at
different concentrations showed behavioral changes and activated the activity of the enzyme
acetylcholinesterase, already at low concentrations after chronic exposure there was inhibition
of this enzyme.

Keywords: Bordeaux mixture. Fruit juice. C. elegans. Acetylcholinesterase.

1 INTRODUCAO

Fungicidas a base de cobre sdo utilizados desde 1800, quando a calda bordalesa foi
descoberta por acaso na regido de Médoc na Franca e sua eficiéncia comprovada contra a
proliferacdo de fungos como o mildio e oidio (MARTINS et al., 2014). A calda bordalesa é
uma mistura composta por sulfato de cobre (CuSO,) e cal (Ca (OH),) utilizada em culturas
convencionais e organicas de frutas e hortalicas (BAURAND et al., 2016).

A viticultura é um importante sistema de cultivo que utiliza como fungicida a calda
bordalesa com o objetivo de controlar o mildio causado pela Plasmopara viticola, que reduz a
qualidade da uva (MACKIE et al., 2013; DAGOSTIN et al., 2011). O uso deste fungicida ja
foi estendido para outras culturas como a citricultura, devido as dificuldades enfrentadas nos
manejos das pragas (OLIVEIRA et al., 2010).

O cobre é um elemento natural presente no ecossistema e desempenha um papel
importante em muitos processos fisioldgicos e bioguimicos dos organismos vivos e serve
como um cofator para diversas enzimas. Apesar do seu papel bioldgico, altas concentracdes
deste elemento podem ser tdxicas e causar efeitos adversos nos seres vivos, por isso €
fundamental compreender a acumulagdo, os agentes causadores e a toxicidade gerada pelo
cobre ao ambiente e os impactos provocados a saide humana (EYCKMANS et al., 2012; DE
LIMA; ROQUE; DE ALMEIDA, 2013; MARTINS et al., 2012).

Para a avaliacdo da ecotoxicidade, tem sido utilizado um importante modelo animal, o
nematddeo - Caenorhabditis elegans (LEELAJA; RAJINI, 2013). Este nematddeo apresenta
uma organizacao simples nos aspectos anatdmicos e fisioldgicos (FITISANAKIS; NEGGA,;
HATFIELD, 2014) e uma similaridade de aproximadamente 72% com o0 genoma humano
(COLMENARES et al., 2016). Sdo formados por quatro estagios larvais (L1, L2, L3 e L4),
adulto jovem e adulto (GUO et al., 2016). Além disso, apresentam propriedades vantajosas

como facilidade na manipulacdo do seu genoma, ciclo de vida curto, autofertilizagdo, corpos
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pequenos e transparentes (FITISANAKIS; NEGGA; HATFIELD, 2014), e alta sensibilidade
a varios toxicantes e estressantes (WU et al., 2016), sendo um bom modelo de organismo para

estudos em toxicologia, neurotoxicologia e triagem em biomedicina (GUO et al., 2016).

Os efeitos causados pela exposicdo a metais englobam o comprometimento no
crescimento, na atividade enzimatica e comportamento, bem como impactos ecoldgicos
(JORGE et al., 2013). Assim, ha necessidade de investigar as consequéncias da exposi¢do ao
cobre através dos biomarcadores bioquimicos que determinam o potencial risco de
substancias toxicas sobre a salde dos organismos (JORGE et al., 2013; QUINTANEIRO;
RANVILLE; NOGUEIRA, 2015). Estudos para avaliar a exposic¢do a pesticidas, assim como
a metais, detergentes e outros componentes contaminantes estdo utilizando a atividade da
Acetilcolinesterase (AChE) e como biomarcador no processo de avaliacdo de risco para o
ambiente (HAMPEL; BLASCO; MARTIN DIAZ, 2016). A sinalizacio colinérgica executa
um papel importante nas estruturas do cérebro e na modulacdo de funcbes cognitivas e
comportamentais, desempenhando funcdo essencial na deteccdo dos efeitos prejudiciais de
substancias toxicas (HAVERROTH et al., 2015).

As colinesterases (ChE) sdo enzimas utilizadas para determinar fungdes neurais. A
classe das ChE inclui a AChE que é uma enzima que esté presente no sistema nervoso, tecidos
central e periférico (COLOVIC et al., 2013) onde hidrolisa o neurotransmissor Acetilcolina
(ACh) nas sinapses colinérgicas e juncdes neuromusculares em colina e acetato (DE LIMA;
ROQUE; DE ALMEIDA, 2013). A atividade da enzima AChE pode ser inibida por drogas,
toxinas naturais, pesticidas e metais pesados, influenciando os parametros responsaveis pela
sintese da ACh (POHANKA, 2014).

Entdo, aqui testamos se as concentragcbes de cobre comumente encontradas em

producdes que utilizam calda bordalesa, sdo neurotoxicas em C. elegans.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Caracterizagéo dos cultivos onde foram realizadas as coletas

O presente estudo foi realizado nos laboratorios da Universidade Federal da Fronteira
Sul (UFFS) — Campus Erechim e no Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do
Rio Grande do Sul - Sertdo, Brasil. Solos e frutas foram coletados de uma propriedade rural
de Producéo Organica de Laranja e Uva, da regido. Esta propriedade apresenta Certificado de
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Producdo Organica (N°12068/2017), devidamente credenciada pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento.

2.2 Coleta e andlise dos solos.

Na propriedade foi estudada uma &rea de producdo de laranjas Valéncia (Citrus
sinenis) e outra de producgédo de uva Isabel (Vitis labrusca), sendo que ambas receberam a
aplicacdo de calda bordalesa. Em cada area foi coletado solo de camada de 0-10 cm, em 3
pontos diferentes, configurando 3 repeticGes e 6 amostras coletadas. As coletas ocorreram 15
dias apds a aplicacdo da calda bordalesa, em periodos diferentes, considerando a época de
producdo das frutas, sendo em Julho de 2016, para o solo oriundo da producdo de laranjas, e
Janeiro de 2017, para o solo da producdo de uvas. Além disso, foi coletada uma amostra de
solo da mesma regido que conserva as mesmas caracteristicas quanto a quimica, fisica e
biologia do solo, em uma area que nunca recebeu aplicacdo de calda bordalesa, sendo esta

denominada “solo referéncia”.

Imediatamente apds a coleta, os solos foram secos a 105° em estufa, peneirados (2
mm) e armazenados. As analises para verificar as concentracGes de cobre foram realizadas
por Espectrofotometria de Absorcdo Atomica por Plasma de Argdnio por extragdo com o
acido dietilenotriaminopentacético de acordo com o método da Embrapa (SILVA, 2009).
Foram realizadas trés analises por amostra coletada.

2.3 Coleta das frutas, extracdo e analise dos sucos

As laranjas foram coletadas no periodo previsto de maturacdo, 15 dias apds a Ultima
aplicacdo de calda bordalesa, em 4 pontos da area de producdo, sendo coletadas 5 laranjas por
grupo, com 4 repeticdes cada, totalizando 16 amostras de suco. O processo para a extracdo
dos sucos foi realizado logo apds a coleta das frutas. As laranjas foram lavadas em agua da
torneira, secadas com papel toalha e cortadas em dois pedacos (GUERRQOUJ et al., 2016). As
frutas foram espremidas para obtencdo dos sucos para cada amostra avaliada (QUIST-
JENSEN et al., 2016). As amostras foram mantidas em embalagens de polipropileno (50 mL),
devidamente identificadas, armazenadas em um freezer -17°C (RIZZETTI et al., 2016) e
descongelados a temperatura ambiente antes da analise (QUIST-JENSEN et al., 2016).

As uvas foram coletadas também conforme periodo de maturacdo, 15 dias apds a
ultima aplicagdo do fungicida, também em quatro pontos da propriedade de videiras, sendo

utilizados 10 cachos de uva por grupo, com 4 repeti¢cOes cada, totalizando 16 amostras de
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suco. O processo para a extragdo dos sucos foi realizado logo apds a coleta das frutas e as
uvas foram lavadas em agua da torneira (GUERROUJ et al., 2016). O suco foi obtido por
meio de um extrator de sucos vegetais a vapor, no qual as frutas sdo submetidas a um
cozimento por vapor d’agua saturado, resultando em um suco clarificado ¢ com as
caracteristicas de um produto “in natura” (ANJOS, 1999). Ap6s foram armazenadas em
embalagens de polipropileno (50 mL) devidamente identificadas, armazenados em um freezer
-17°C (RIZZETTI et al., 2016) e descongelados a temperatura ambiente antes da andlise
(QUIST-JENSEN et al., 2016).

A deteccdo dos teores de cobre presente nos sucos foi através da Espectrometria de
Emissdo Optica por Plasma de Argonio pelo método de diluicdo com 2% de acido nitrico
(HNO,) e filtracdo, sendo que o suco foi diluido 1:1 com 2% de HNOj e filtrado com um
filtro de papel (SZYMCZYCHA-MADEJA; WELNA, 2013). Foram realizadas trés analises

por amostra.

2.4 Modelo animal

O organismo modelo utilizado na pesquisa foi o nematédeo Caenorhabditis elegans
tipo Selvagem N2 obtidos do “Caenorhabditis Genetics Center” (USA) e mantidos em meio
de crescimento para nematodeos (NGM) com Agar e Escherichia coli OP50 & 20°C, como
descrito por BRENNER (1974). Os nematddeos foram sincronizados sendo expostos a uma
solucdo de “bleaching” contendo NaOH e HOCI (DONKIN AND WILLIAMS, 1995). Os
nematodeos sincronizados foram lavados com solugdo tampédo M9 (3g KH,PQO4, 6g NayHPOy,
5g NaCl, 1L H,0 e 1ml de MgSO, 1M) e colocados em placas com tampdo M9 até o estagio
L1, sendo transferidos para placas contendo NGM.

2.5 Tratamentos

Os vermes foram divididos em cinco grupos: o grupo controle que recebeu agua
ultrapura (MilliQ) e os demais grupos que receberam doses de cobre extraidos de Sulfato de
Cobre 11 (CuSO4), que compde a calda bordalesa, em cinco concentragdes de 0,05 mg/L, 0,1
mg/L, 0,3 mg/L e 0,7 mg/L. Os grupos sofreram exposi¢do aguda e crbnica, seguindo a
metodologia de COLE et al. (2004).

Na exposicdo aguda, os vermes foram mantidos em BOD a 20 °C (temperatura ideal
para a cepa N2) e alimentados com E. coli (condi¢fes normais) até o estagio adulto jovem,

onde, foram lavados com meio M9, e expostos as concentracdes de cobre pelo tempo de uma
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hora e mantidos em BOD a 20 °C. Para a exposi¢do cronica os vermes foram sincronizados, e
mantidos em BOD até o estagio larval L1 (14 horas ap6s sincronizacao), entdo foram lavados
trés vezes em tampédo M9 e colocados em placa contendo meio NGM e alimento (E. coli) e, a
essa placa, foram adicionados os diferentes tratamentos. Os vermes foram mantidos em BOD

a 20 °C até o estagio adulto jovem (48 horas).

2.6 Analise comportamental

As andlises comportamentais dos vermes foram realizadas seguindo protocolo
previamente estabelecido pela literatura de WANG et al. (2008). O batimento faringeo foi
observado através de microscopio e medido sobre o meio NGM com E. coli. O nimero de
contracdes do bulbo posterior faringeo de cada verme foi contado por um periodo de 10
segundos, em triplicata, e a média multiplicada por seis, resultando no nimero de contracbes
por minuto. A andlise do ciclo de defecacdo foi verificada pelo padrdo estereotipado de
contragdo peristaltica que ocorre no intestino do verme seguido pela expulsdo das fezes.
Realizados em placas com NGM contendo bactéria E. coli e analisados em microscépio,
foram obtidos trés intervalos de defecacdo e realizada uma média entre eles. Oito vermes

foram analisados por grupo de exposicao.

2.7 Preparacdo das amostras e analise da atividade da AChE

Apds a exposicdo, os vermes foram lavados em tampao M9, contados e transferidos
cerca de cinco mil vermes para tubos de microcentrifuga, apds os tubos foram centrifugados
em centrifuga refrigerada, congelados em nitrogénio liquido por trés vezes e, ap6s, mantidos
em gelo durante o processo de sonicacgdo, que ocorreu 15 vezes por 10 segundos cada com
intervalo também de 10 segundos. A sonicacdo é o procedimento utilizado para romper a
cuticula que recobre o corpo do verme, essa sonicacdo promove a homogeneizagao e permite
0 acesso as proteinas internas. O teor de proteina foi determinado por método colorimétrico,
conforme metodologia de BRADFORD (1976). A atividade da enzima Acetilcolinesterase
(AChE) foi determinada em vermes em estagio adulto segundo metodologia de COLE et al.
(2004).

2.8 Andlise estatistica
Os dados de anélise dos solos foram submetidos a ANOVA para comparacéo entre o

solo referéncia e os solos tratados, com nivel de significancia de 95% (p<0,05). Ja os dados de
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andlise dos sucos foram submetidos a uma estatistica descritiva. Os dados da avaliacdo
comportamental e da atividade da AChE foram submetidos 8 ANOVA para comparagédo entre
0 grupo controle e os grupos tratados, seguido pelo teste Dunnet_ao nivel de significancia de
95% e 99% (p<0,05 e p<0,01).

3 RESULTADOS
3.1 Avaliacédo do cobre no solo e nos sucos de laranja e uva

A partir as andlises realizadas determinamos que o cobre esta presente de forma
significativa nos solos de producéo orgénica de laranjas e uvas que receberam o tratamento
com a calda bordalesa, quando comparados com o solo de planta nativa que nunca recebeu
tratamento, o que indica o impacto nas concentracdes de cobre oriundo da aplicacdo do

fungicida (Figura 1).

301

201

mag/kg

101

Figura 1. Andlise de cobre em solos de produgdo organica de uvas e laranjas: (A) solo de produgdo de laranja
Valéncia; (B) solo de producdo de uva Isabel. Os dados foram expressos com média + D.P e analisados pelo
teste ANOVA * Indica diferenca significativa p<0,05. N= 9.

Ao avaliar dos dados da figura 1 sobre os teores de cobre nos solos de producédo
organica de laranja e uva, é possivel observar que a concentracdo presente no solo de uva é

maior que o solo de laranja que recebeu a aplicacdo com o fungicida composto por cobre.

Ao analisar a presenca dos teores de cobre nos sucos, obteve-se um valor médio de
0,25 mg/L (+/- 0,08 mg/L) de cobre em relacdo aos grupos de suco de laranjas. J& nos grupos
de sucos de uvas analisados, a concentragdo média de cobre obtida foi de 0,69 mg/L (0,22
mg/L).
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3.2 Parametros comportamentais

A exposicao aguda e crdnica ao cobre inibiu e estimulou os padrdes comportamentais.
Houve um decréscimo na taxa de batimentos faringeos no grupo de exposi¢do 0,05 mg/L, se
comparado com o grupo controle (Fig.2A), o que indica uma reducdo na taxa de alimentagéo
do verme. O cobre causou um aumento no comprimento do ciclo de defecacdo nos grupos
expostos ao cobre nas doses 0,1 mg/L e 0,3 mg/L, quando comparados com o grupo controle
(Fig.3A).

Nos grupos de exposicdo crbénica obteve-se uma reducdo na taxa de batimentos
faringeos na concentracdo 0,7 mg/L, acompanhado de uma redugdo no comprimento do ciclo
de defecacdo na concentracdo de 0,3 mg/L quando comparados com o grupo controle (Fig.2B
e Fig.3B).

Exp. Aguda Exp.Crbnica
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Figura 2 - Efeito da exposi¢do aguda e crbnica ao cobre nos batimentos faringeos em C. elegans. A figura
mostra batimentos em exposicdo aguda (A) e batimentos em exposic¢do cronica (B). Os dados foram expressos
com média + D.P e analisados pelo teste ANOVA. * Indica diferenca significativa p<0,05. ** Indica diferenca
significativa p<0,01. N=8.
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Figura 3 - Efeito da exposi¢do aguda e crénica ao cobre no ciclo de defecacdo em C. elegans. A figura mostra
taxa de defecagdo em exposi¢do aguda (A) e taxa de defecagdo em exposi¢do cronica (B). Os dados foram
expressos com média + D.P e analisados pelo teste ANOVA. * Indica diferenca significativa p<0,05. ** Indica
diferenca significativa p<0,01. N=8.
3.3 Atividade da AChE.

Os dados mostraram um aumento significativo na atividade da AChE em exposicao
aguda nos grupos de tratamento de 0,05 mg/L, 0,1 mg/L e 0,7 mg/L se comparados com 0
grupo controle (Fig. 4A). A atividade da AChE ap6s exposicdo cronica ao cobre foi
caracterizada por uma reducdo na atividade da enzima na concentracdo de 0,05e 0,1 mg/L e
um aumento na atividade enzimatica nas doses de 0,3mg/L e 0,7mg/L, quando comparados

com o grupo controle (Fig. 4B).
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Figura 4 - Efeito de exposicéo ao cobre na atividade da AChE em exposi¢do aguda (A) e exposicdo cronica (B).
Os dados foram expressos com média + D.P e analisados pelo teste ANOVA. * Indica diferenca significativa
p<0,05. ** Indica diferenca significativa p<0,01. N = 5.000
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4 DISCUSSAO

Aqui nds mostramos que as concentragdes de cobre comumente encontradas nos solos
de cultivo organico de uvas e laranjas sdo maiores que as no solo de referéncia e que essas
concentragdes sao neurotdxicas para 0 modelo animal C. elegans.

A concentragdo de cobre nos solos das culturas cultivadas no sistema orgénico e
tratadas com calda bordalesa foi maior que o solo referéncia. Ainda, os solos coletados da
area de producdo de videiras apresentaram os maiores niveis de cobre, quando comparados
aos solos de laranjas. Segundo Ministério da Agricultura, Abastecimento e Pecuéria a
concentracdo de sulfato de cobre na aplicacdo da calda bordalesa em frutiferas como citros e
uvas é a mesma, sendo que as aplicagdes ocorrem desde a fase de vegetacdo até a fase de
maturacdo das frutas com intervalos de 10 a 15 dias entre uma aplicacdo e outra (BRASIL,
2016). De acordo com TIECHER et al. (2016), a concentracdo de cobre é maior em solos de
videiras porque os herbicidas sdo pulverizados com frequéncia e geralmente estdo localizados
em areas Umidas que apresentam maior probabilidade de desenvolver doencas, o que vai de
acordo com o presente estudo.

O cobre se acumula na camada superficial do solo apds anos de aplicacBes dos
fungicidas, e por ser imdvel e ndo se degradar (EL HADRI et al., 2012), e este apresenta
efeito ecotoxicologico para o ambiente (MACKIE et al., 2013). As plantas cultivadas em
solos que apresentam toxicidade pelo cobre apresentam acumulo deste elemento nas plantas
(TIECHER et al., 2016).

Ao comparar 0s teores totais de cobre nos solos cultivados em vinhedos e citricultura
com os limites criticos estabelecidos pela resolucdo 420/2009 do Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA), os solos ndo apresentaram teor maior que o valor de prevencdo para

contaminacgdo que é de 60 mg/kg de peso seco (BRASIL, 2009).

No entanto, é previsivel que os residuos permanecam por tempo indeterminado na
maioria dos solos e cause impacto na ecologia do solo (GHORBANI, 2007). cobre presente
em altas concentraces no solo pode levar ao acumulo em tecidos vegetais, causando
respostas negativas nos aspectos bioquimicos e fisioldgicos, variando de acordo com o 6rgéo

da planta, concentracdo do elemento e tolerancia dos tecidos (TIECHER et al., 2016).

Os resultados obtidos neste estudo demonstram baixas doses de cobre detectadas em
ambos os solos analisados. GHORBANI (2007), TIECHER et al. (2016) e JACOBSON et al.
(2005), relataram que concentraces relativamente baixas de cobre no solo podem resultar em

efeitos a longo prazo, como reducdo da atividade microbiana do solo e posterior perda de
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fertilidade. Preocupagfes quanto aos potenciais impactos de contaminagdo do cobre em solos
agricolas sdo uma das principais razGes para a limitacdo sobre o uso de fungicidas composto
por este elemento (GHORBANI, 2007).

Os teores de cobre detectados nos sucos apresentaram niveis médios de 0,25 mg/L no
suco de laranja e 0,69 mg/L no suco de uva. Pode-se dizer que o aumento da concentracao de
cobre nas uvas se deve a maior area superficial da uva, ou seja, pelos graos de uva, sendo que
a casca da uva poderia permear mais o metal por ser mais fina. Conforme SAIDELLES
(2010), varios fatores como variedade genética, idade, parte do tecido vegetal e ambiente
onde é cultivada podem influenciar na quantidade de metais presente nas plantas. As plantas
absorvem do solo, pelas raizes, elementos metabdlicos na forma de ions e alguns fatores como

condicdes geoclimaticas e atividades antropogénicas favorecem o aumento da concentracao.

WANG; ZHOU; CANG (2014), relatam que a calda bordalesa € utilizada em pomares
de frutas para combater doencgas ha mais de um século e muitos estudos tem mostrado que sua
aplicacdo em longo prazo pode aumentar a concentragdo de cobre no solo, conforme os
resultados observados no presente estudo. Os metais pesados sdo contaminantes e apresentam
alta persisténcia e baixa degradabilidade (LI1U; CAO; DOU, 2017), séo liberados para o meio
ambiente e podem bioacumular nas culturas alimentares, contaminando toda a cadeia
alimentar (KHAN et al., 2016). A bioacumulagdo ocorre quando ha um acimulo de um agente
quimico, causando efeitos adversos a salde humana por meio da contaminacdo ambiental
(VINICIUS; GOMES; SATO, 2011).

Alguns metais sdo essenciais para a nutricdo humana, porém outros podem representar
toxicidade nos alimentos (FRANKE et al., 2006), entre eles o cobre, necessario como cofator
enziméatico. A contaminacdo em terras agricolas por metais pesados pode resultar em
exposicdo dietética através da transferéncia de solo-planta-cadeia alimentar (YANG et al.,
2016). Nos seres humanos, a dieta é a principal via de exposicdo a metais toxicos, 75-99%
ocorre pela ingestdo de alimentos (GHORBANI, 2007), sendo necessario reduzir esta fonte de
contaminacdo (LOPEZ-ALONSO et al., 2017; QUINTANEIRO; RANVILLE; NOGUEIRA,
2015).

Neste estudo, os teores de cobre detectados nos sucos de uva ndo excederam 0s
valores determinados pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, que limita o
contaminante inorganico cobre no maximo 1 mg/L em produtos derivados da uva (BRASIL,

2010). Os valores obtidos nos sucos de laranja também ndo estiveram acima do limite de
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deteccdo para o cobre em frutas de acordo com a Portaria N° 685, de 27 de agosto e 1998 (10
mg/kg) (BRASIL, 1998). No entanto, KHAN et al. (2016) cita que mesmo em baixas
concentracdes, 0s metais sdo toxicos e podem causar problemas sérios na saude das plantas,
animais e humanos pelo fato de nao ser degradaveis e apresentar alta taxa de bioacumulacéo e

biotoxicidade.

O cobre é um elemento essencial para a sintese de enzimas, mas devido a sua reagdo
de oxirreducdo ele pode desenvolver espécies toxicas de oxigénio. Além disso, uma
deficiéncia ou excesso pode afetar as fungdes cerebrais. As deficiéncias dos mecanismos
homeostaticos do metabolismo do cobre no cérebro estdo associadas a neurodegeneracdo
(FERLAZZO et al.,, 2016) em humanos, como Doenca de Menkes, Doenca de Wilson,
Doenca de Alzheimer (SCHEIBER; MERCER; DRINGEN, 2014) e Doenca de Parkinson
(BULCKE et al., 2015).

Segundo FRANKE et al. (2006), o suco de laranja é composto por varios elementos e
substancias como proteinas, lipideos, vitaminas, compostos fendlicos e fibras, porém a
interacdo destes componentes com metais de transicdo podem resultar em efeitos

cancerigenos e genotoxicos.

A exposigdo aguda a cobre aumentou a atividade da enzima AChE nas doses de 0,05,
0,1 e 0,7 mg/L. J& a exposic¢do crbnica ao cobre reduziu a atividade da AChE nas doses mais
baixas (0,05 e 0,1 mg/L) e aumentou a atividade nas doses mais altas de 0,3 e 0,7 mg/L. A
atividade da AChE em resposta a exposicdo cronica ao cobre, demonstra uma resposta
bifasica ao metal, inibindo a enzima em baixas doses, e ativando-a em doses altas (KAIZER,
2008). A resposta biféasica é bem caracteristica do efeito toxico de metais, como encontrado
em resposta a diferentes doses de aluminio que associado ao citrato ativou a atividade da
AChE nas regides de hipocampo, cértex e estriado em cérebros de ratos (KAIZER et al.,
2005).

Em nosso estudo, a atividade da AChE foi estimulada a baixas concentra¢des de cobre
na maioria dos grupos de exposi¢do aguda. Um mecanismo como a hipétese de BAINY et al.
(2006) explica que um aumento na atividade da AChE em exposi¢Oes curtas se deve ao fato
do metal se ligar aos receptores de ACh, blogueando a ligacdo da ACh ao seu receptor e
causando um acumulo de ACh. Este acimulo causaria um aumento inicial da enzima AChE.
No entanto, em um periodo de exposi¢cdo crénica dos metais nos receptores, seria produzido

menos acetilcolina, gerando uma reducdo progressiva da AChE, o que somente foi observado
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para as doses mais baixas. Uma estudo realizado por DE LIMA; ROQUE; DE ALMEIDA
(2013) para analisar a interferéncia de metais como o cobre, chumbo, ferro e cadmio em
baixas concentragdes (0,01 mM, 0,1 mM e 1,0 mM) na AChE do Zebrafish sugere que a
inibicdo in vivo de esterases ocorre por mudancas fisiolégicas em animais e,
consequentemente, resultam da diminuicdo na atividade enzimatica, sendo que essa inibicao

ocorre por efeitos indiretos dos metais.

Ja as doses mais altas (0,3 e 0,7 mg/L) ap6s exposi¢do crdnica, promoveram um
aumento da AChE. Esse aumento da atividade enzimatica por um tempo prolongado é
prejudicial aos organismos, pois a rapida hidrolise do neurotransmissor ACh na fenda
sinaptica, antes mesmo deste ligar-se ao receptor no terminal pds-sindptico colinérgico,
impede a continuidade da transmissdao neuromuscular. Essa ativacdo observada apés
exposicao prolongada ao cobre promoveu alteracfes comportamentais nos C. elegans, ou seja,
a alteracdo neuroldgica repercutiu negativamente sobre o verme, pois ha reducao de taxa de
alimentacéo e defecacdo, processos essenciais para a vida do organismo e que sao controladas

pelo sistema colinérgico.

O declinio significativo nos parametros comportamentais de batimento faringeo apos
exposicdo aguda e crénica a diferentes concentracdes de cobre e na defecacdo do organismo
modelo em exposicdo aguda. Aqui, a acetilcolina, principal neurotransmissor em jungoes
neuromusculares em nematddeos e a transmissdo colinérgica estad relacionada direta ou
indiretamente em muitos comportamentos do C. elegans (RAND; MOLECULAR;
BIOLOGY, 2007). Um acumulo da acetilcolina na fenda sinaptica pela inatividade da AChE
promove um acréscimo da acetilcolina e uma hiperativagdo dos receptores colinérgicos e um
aumento na contragdo muscular (ZENG et al., 2017). A inibicdo da AChE somente foi
observada ap0s exposicdo cronica ao cobre nas doses mais baixas (0,05 e 0,1 mg/L), porém
nessas doses e nesse periodo de exposicdo ndo houve alteracdo nos parametros

comportamentais avaliados.

Por outro lado, ambos os periodos de exposicdo, aguda e crdnica, promoveram um
aumento da atividade da AChE. A exposi¢do aguda aumentou a atividade da AChE nas doses
de 0,05, 0,1 e 0,7 mg/L, ou seja, somente a dose de 0,3 mg/L de cobre ndo apresentou
alteracdo da atividade enzimatica. Ja a exposicdo cronica, apresentou um aumento da
atividade da AChE nas doses de 0,3 e 0,7 mg/L de cobre, enquanto as doses mais baixas de
0,05 e 0,1 mg/L inibiram a AChE. A neurotoxicidade causada pela exposi¢cdo ao metal no

sistema colinérgico estd relacionada a identificacdo de alteracfes bioldgicas e fornece
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informagdes relevantes sobre o mecanismo neuroquimico envolvido nesta toxicidade
(KRAFT et al., 2016).

Os resultados mostraram a presenca de cobre nos solos e sucos de laranjas e uvas que
utilizam a calda bordalesa como tratamento para a prevencao de doencas. Apesar de estarem
dentro dos limites estabelecidos pela legislagéo, para os solos e sucos, as concentragdes de
cobre mostraram-se toxicas para C. elegans. As exposi¢cOes aguda e crbnica ao metal
promoveram ativacdo da enzima AChE, porém a exposicao cronica a baixas doses de cobre
inibiram esta enzima, evidenciando uma curva de dose resposta bifasica, tipica da exposicéo a
metais.

A importancia do sistema de neurotransmissdo colinérgica tem sido significativamente
evidenciada, pois a nivel de sistema nervoso central estd relacionada a varias funcGes
cerebrais, como ativacdo muscular, memoria, neuromodulacdo e controle hormonal.
AlteracOes neurodegenerativas que envolvem disfuncdes desse sistema podem ser observadas
em quadros patoldgicos como a Doenca de Alzheimer. A relacéo entre o sistema colinérgico e
algumas doencas ressalta a importancia do bom funcionamento desse sistema. N0ss0s
resultados demonstram que as alteracdes observadas na atividade da AChE, repercutiram
sobre os parametros comportamentais avaliados em C. elegans. Assim, a alteracdo da
transmissao colinérgica provocada pela exposicao aguda e cronica as concentracdes de cobre
encontradas em sucos de frutas organicos, resultaram na reducdo do batimento faringeo, o que
indica reducdo na taxa de alimentacdo dos vermes. Ainda, a exposi¢do aguda aumentou o
comprimento do ciclo de defecacdo dos C. elegans, enquanto que a exposicdo crbnica teve
efeito contrario, aumentando a taxa de defecacdo, esta resposta é correspondente a inibicdo da
AChE nas doses mais altas. Essa inibicdo da AChE diminui a taxa de hidrdlise do
neurotransmissor ACh que se acumulando na fenda sindptica pode excitar as juncdes
neuromusculares e aumentar taxa de defecacéo.

Assim, a partir dos resultados obtidos podemos observar que as concentragdes de
cobre encontradas em sucos de frutas atuam como moduladores do sistema colinérgico, e
alteram o0s parametros comportamentais em compara¢do com o grupo controle. Assim,
considerando o fato de que C. elegans é um organismo modelo que conserva mecanismos
bioquimicos com alta homologia com vertebrados, como o sistema colinérgico, e que o cobre
é um metal com potencial bioacumulador, o uso da calda bordalesa como fungicida em

produtos orgénicos deve ser revisto, ja que a as concentracdes de cobre encontrados nos sucos
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de frutas organicas trazem prejuizos a este sistema e as fungdes controlados por este, como

alimentacdo e movimentacao intestinal de vermes.
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CONSIDERACOES FINAIS

Através deste trabalho avaliamos a influéncia do cobre sobre o organismo do C.
elegans. Como ja era esperado, os niveis de cobre estavam elevados nos solos que receberam
o fungicida a base de cobre, assim como encontrado para os sucos. No entanto, observou-se
que as doses encontradas nos sucos promoveram alteracfes relevantes no sistema colinérgico
0 que repercutiu no comportamento dos vermes. Assim, recomenda-se maior critério para
aplicacdo de calda bordalesa, considerando que o cobre por ser um metal tem potencial de

bioacumulacdo nos sistemas biol6gicos.
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