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RESUMO

As atividades mineradoras sdo amplamente conhecidas por gerar impactos
ambientais severos, sendo 0s metais pesados um dos principais e mais toxicos
residuos deste tipo de atividade. O potencial toxico dos metais pesados a fauna e a
flora é diverso, podendo levar os organismos vivos a morte. As vias moleculares
pelas quais 0s metais toxicos causam seus efeitos ainda ndo estdo totalmente
esclarecidas. Dessa maneira, este trabalho avaliou as concentracbes do metal
Cobre (Cu) em uma éarea de rejeito ambiental de atividade de mineracdo e 0s seus
efeitos em diversos pardmetros toxicoldgicos utilizando como modelo experimental a
espécie de mosca da fruta Drosophila melanogaster. Para tal, foram coletadas
amostras de agua de uma cava a céu aberto e quantificado o teor de cobre através
de espectrometria de fluorescéncia de Raios-X (FR-X) e por analise colorimétrica
através da técnica de complexacdo da cuprizona. Além disso, as moscas foram
expostas a diferentes concentracdes de sulfato de cobre: 0,5 mM, 1,0 mM, 2,5 mM,
50 mM e 10,0 mM e 100,0 mM, através do meio de cultivo. Foi determinada a
mortalidade durante um periodo de sete dias. O efeito comportamental causado pela
exposi¢do a 1,0 mM, 2,5 mM, 5,0 mM de cobre foi avaliado através do teste de
escalada. Aléem disso, essas mesmas concentragfes foram usadas para avaliar a
atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE) e niveis de tiois (SH) livres segundo
método de Ellman. Ja a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO’s) foi
avaliada por espectrofluorimetria através do método de oxidacdo de diclorofluorceina
diacetato. A quantificacdo do cobre no organismo das moscas foi determinada pelo
método de FR-X. Como resultados, a média das concentracdes de cobre na agua é
0,51 mg/L. A mortalidade indicou que as concentracbes de 0,5 mM 1,0 mM e 2,5
mM ndo apresentaram influéncia significativa sobre a analise de sobrevivéncia, ja as
concentracbes 5,0 mM, 10,0 mM e 100,0 mM apresentaram um decréscimo
estatisticamente significativo na sobrevivéncia dos individuos. Na analise
comportamental observou-se uma diminuicdo da atividade locomotora, significativa
apenas no grupo 5,0 mM. O cobre nas concentracbes 0 mM e 1,0 mM ndo causou
alteracdo na atividade da enzima AChE e nas concentragbes 2,5 mM e 5,0 mM
houve uma tendéncia na diminuicdo da atividade da enzima. O teste dos grupos SH
livres demonstra uma diminuicdo nas concentracdes de SH na concentracdo de 5,0

mM. Na analise das ERO's os resultados apresentaram uma tendéncia em diminuir a



fluorescéncia, porém os dados ndo foram estatisticamente significativos. Com a
andlise das moscas no FR-X, foi possivel identificar que o cobre ficou bioacumulado
no organismo dos individuos. Desse modo, conclui-se que o metal cobre nas
concentracbes testadas apresenta toxicidade significativa em Drosophilas
melanogaster, porém apenas em altas concentra¢des. Entretanto, em concentracdes
mais baixas como as encontradas na area de rejeito, o Cu ndo parece apresentar
efeito toxico neste modelo experimental. Além disso, as concentracfes de cobre
0,51 mg/L encontradas na area de rejeito, extrapolam os limites para este metal na

legislacéo vigente, indicando que esta é uma area de contaminacédo ambiental.

Palavras-Chave: Toxicologia ambiental. Contaminagdo por cobre. Drosophila

melanogaster.



ABSTRACT

Mining activities are widely known to generate severe environmental impacts, with
heavy metals being one of the main and most toxic wastes of this type of activity. The
toxic potential of heavy metals to animals and plants is diverse and can lead to dead
bodies. The molecular pathways by which toxic metals cause their effects are still not
fully understood. In this way, this work evaluated the concentrations of Copper (Cu)
metal in an environmental reject area of mining activity and its effects in several
toxicological parameters using as experimental model the species of fruit fly
Drosophila melanogaster. For this, water samples were collected from an open pit
and the copper content was quantified by X-ray fluorescence spectrometry (FR-X)
and by colorimetric analysis using the cuprizone complexation technique. In addition,
the flies were exposed to different concentrations of copper sulphate: 0.5 mM, 1.0
mM, 2.5 mM, 5.0 mM and 10.0 mM and 100.0 mM, through the culture medium .
Mortality was determined over a period of seven days. The behavioral effect caused
by exposure to 1.0 mM, 2.5 mM, 5.0 mM copper was assessed by the climbing test.
In addition, these same concentrations were used to evaluate the activity of the
enzyme acetylcholinesterase (AChE) and levels of free thiols (SH) according to
Ellman's method. Already the production of reactive oxygen species (ROS) was
evaluated by spectrofluorimetry using the oxidation method of dichlorofluorocine
diacetate. The quantification of copper in the fly's organism was determined by the
FR-X method. As a result, the average copper concentration in water is 0.51 mg / L.
Mortality indicated that concentrations of 0.5 mM 1.0 mM and 2.5 mM had no
significant influence on the survival analysis, whereas the concentrations of 5.0 mM,
10.0 mM and 100.0 mM showed a decrease statistically significant in the survival of
individuals. The behavioral analysis showed a decrease in locomotor activity,
significant only in the 5.0 mM group. Copper at concentrations of 0 mM and 1.0 mM
did not cause alteration in AChE enzyme activity and at 2.5 mM and 5.0 mM
concentrations there was a tendency for decreased enzyme activity. Testing the free
SH groups demonstrates a decrease in SH concentrations at the concentration of 5.0
mM. In the analysis of ROS, the results showed a tendency to decrease
fluorescence, but the data were not statistically significant. With the analysis of the
flies in the FR-X, it was possible to identify that the copper was bioaccumulated in the

body of the individuals. Thus, it is concluded that the copper metal at the



concentrations tested shows significant toxicity in Drosophila melanogaster, but only
at high concentrations. However, at lower concentrations such as those found in the
tailings area, Cu does not appear to have a toxic effect in this experimental model. In
addition, the concentrations of copper 0.51 mg/L found in the tailings area exceed the
limits for this metal in current legislation, indicating that this is an area of

environmental contamination.

Keywords: Environmental toxicology. Copper Contamination. Drosophila

melanogaster.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Ciclo de Vida da Drosophila melanogaster .............cccccvveiiiiiiiiiiiinninnnnne 15
Figura 2 — Cava a céu aberto onde foram realizadas as analises de campo........... 18
Figura 3 — Curva padrdo para determinagéo de cobre na dgua............cccccceeeernnnns 23

Figura 4 — Curva de sobrevivéncia de moscas expostas a diferentes concentracdes
de cobre no decorrer do tempo (Sete dias)........ccovvvvrvviiiiiieeeeeeeeiee e 25
Figura 5 — Comportamento de escalada das D. melanogaster tratadas com
diferentes concentragbes de cobre............coooo 27
Figura 6 — Atividade da enzima AChE em D. melanogaster .............ccccvvvveeeeennnnns 28

Figura 7 — Determinagéo dos tidis livres em D. melanogaster tratadas com CuSO4

Figura 8 — Producéo de espécies reativas de OXIGENIO ..........ceeveeerrriiiiiiiieeeeeaennnnnns 31
Figura 9 — ConcentragBes médias de cobre em D. melanogaster............ccccccoeeenne. 32



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Formas de ocorréncia de espécies de cobre...........ccooooveiiiiiiiiiiiinnneen. 7
Tabela 2 — Composicdo dos MINErios de COLIe .........ovvvvvviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee 8
Tabela 3 — Principais enzimas que possuem o cobre, com atividade oxidativa e
redutora NO SEr NUMANO .....ooooeiei e 13
Tabela 4 — Identificacdo de cobre na dgua da cava por FR-X..........cccvvvvvviiinneeenn. 22

Tabela 5 — Concentra¢cBes de cobre na agua por espectrofotometria UV-Vis......... 23



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ACh — Acetilcolina

AChE — Acetilcolinesterase

BCS — Dissulfonato de bathocuproina

CONAMA - Conselho Nacional do Meio Ambiente
Cu — Cobre

CuSO4 — Sulfato de Cobre

DCFH — Diclorofluoresceina

DTNB — Acido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzéico

ERO’S — Espécies Reativas de Oxigénio

FR-X — Espectrometria de Fluorescéncia de Raios-X
mM — milimolar

Na+ — Sédio

SH — Grupos tibis

ML — microlitro

MM — micromolar



SUMARIO

L INTRODUGAOD ...ttt 1
2 OBJETIVOS E JUSTIFICATIVA ... et a e 3
P R @ o) =11 o I T - | 3
2.2 ObjetiVoS ESPECITICOS ....uuuuuiiii it 3
PG TN [ 1S 1] 1 To%= 1)Y= SR 3
3 REVISAO BIBLIOGRAFICA ...t 4
3.1 PrinCIpaiS MEtaiS tOXICOS ....uuiiiieeiiieeiiiiii e e e et e e e e et e e e e e e e e e e eees 4
0 I A V1T o o TR 5
I 00 2 O 1 11 ] 1 ] oo 5
TNt G 2N 4 ] 1 o J PP 6
.12 ZINCO oo 6
I O70] o £ TR 7
3.2.1 CaracCteriStiCAS JOIAIS. .. .uutiieeeiiiiiiiiiiiee e e e e e e ettt e e e e e e s e e e e e e e e e s aabbeeeeeeeeas 7
3.2.2 CiclO € OCOITENCIA NA NALUIEZA ......uvvueieeeeeeeeeeiiiiiiee e e e e e e eeeeiane e e e e e e e e e eeeaanaaeeeeees 7
3.2.3 Ocorréncia em aguas € SEAIMENTIOS ........ccciiviiiiiiiiie e 8
3.2.4 OCOITENCIA M SOIOS.. ..o i i 9
A = o= Lo 41U = o= T T PSS 10
3.3 Toxicologia dO CODIE ... 10
3.3 L ADSOIGAD ..o 11
R T2 B 1S 1 1 o 10 ][> o 1 PSR 12
3.3.3 Papel do cobre N0 organiSMO............uuiiiiiie i 12
G TRC 70 B 0 ) (oo To [ =T o 1 o> PSS 13
3.4 Organismo-teste: Drosophila melanogaster ............cccooooeeiiiiviiiiiii e, 14
3.5 Toxicologia do cobre em Drosophila melanogaster.............cccceeeeeeeieee, 15
3.6 Risco de intoxicacao animal Por CODIe..........ccoiiviiiiiiiiie e 17
4 MATERIAIS E METODOS ...ttt 17
=X (0 o [0 o [ o= 1 1 0 o[ PP 18
4,11 Area 08 ESTUAD .....cvveeeeeeeeeeeeee ettt e et e et e e et e eae e eaeeee e 18
4.1.2 ldentificacdo da presenca de cobre nas amostras de &gua ..........ccccceevvveveeeen.. 19
4.2 Estudo em Drosophila melanogaster ............coviiiiiiiiiiiiiii e 19
4.2.1 ProtoCOI0 d€ EXPOSIGED .....cceviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee ettt 19

4.2.2 TEStE 0 SODIOVIVENCIA. .. .enee e 20



4.2.3 Avaliagéo da capacidade de escalada: teste comportamental ..................o...... 20

4.2.4 Analise da atividade da enzima acetilcolinesterase .........cccccccvvevvviveiiiiieeennnnnn. 20
4.2.5 Analise dos grupos tiois livres por espectrofotometria..............ccceeveevvveneneeeennn. 21
4.2.6 Analise das espécies reativas de oxigénio por espectrofluorimetria ................ 21
4.2.7 Analise no espectrometro de fluorescéncia de raioS-X.........ccccveeeeeeeeeniiiinnnnne. 22
5 RESULTADOS E DISCUSSOES ..ottt 22
5.1 Niveis de cobre Nna agua da MiNa...........coiiieeeiiiiiiiiiii e e e e 22
5.2 Efeitos toxicos do cobre em D. melanogaster ..........ccccoviiiiiiiiiiiieeeiiiiiiiieeeeenn 24
5.2.1 Efeitos tdéxicos do cobre em D. melanogaster sobre a sobrevivéncia .............. 24
5.2.2 Efeitos téxicos do cobre em D. melanogaster sobre o comportamento ........... 26
5.3 Mecanismos de toxicidade do CODIe ..........oooeeeiiiiieiii 27
5.3.1 Atividade da enzima acetilcolinesterase...........cccceeeeeeeie e 28
5.3.2 Determinacgao dosS tiOIS lIVIES.........uuiiiiiiiiiiiiiiiieecee e 29
5.3.3 Producéo de espécies reativas de OXIgENIO ..........cceeeeeeeeieieiieee e, 30
5.3.4 Determinacao dos niveis de cobre em D. melanogaster por FR-X .................. 31
5.4 Potencial risco toxicologico e ambiental................ccceeeiiiieiiiiiiiiiiii e, 32
B CONCLUSOES .......oouiiiiiieieiet ettt 34

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....ooo oottt 35



1 INTRODUCAO

As atividades mineradoras sdo de extrema importancia para o0
desenvolvimento industrial e tecnoldgico da sociedade, entretanto segundo Silva
(2007) essas atividades podem causar graves danos ao meio ambiente, podendo
alterar fortemente a area minerada e as areas proximas, onde sdo feitos os
depdsitos de estéril e de rejeito, aumentando consideravelmente a area passivel de
contaminacgdo. Quando ha substancias quimicas nocivas na fase de beneficiamento
do minério pode acarretar na ampliagdo do potencial de contaminacdo ambiental.

A regido do municipio de Cacapava do Sul, onde foi desenvolvida esta
pesquisa, apresenta uma atividade mineradora bastante ativa que data do inicio do
século XX (PESTANA et al., 2000; PESTANA; FORMOSO, 2003). Uma area de
mineracdo de cobre tem chamado a atencdo pelos seus altos niveis de
contaminacdo deixados pelos rejeitos, na regido de Minas do Camaqua, municipio
de Cacapava do Sul, onde por mais de um século, houve a extracdo de minério de
cobre, em varios ciclos intermitentes de exploracdo do minério cuprifero, e boa parte
dos efluentes e rejeitos da atividade mineira foram langados diretamente nos arroios
da regido. Estudos evidenciaram incrementos significativos, tanto das concentragdes
quanto dos fluxos totais da maior parte dos metais pesados, da area estudo para as
demais partes da regido, sob influéncia da mineracdo (LAYBAUER, 1995; 1998;
BIDONE et al., 2001).

Os metais pesados sdo um dos principais e mais téxicos residuos de
atividade mineradora (NRIAGU; PACYNA,1988). A mineracdo de metais de
interesse comercial tem contribuido com a liberacédo de rejeitos que compdem uma
das principais formas de contaminacdo do solo e da agua por metais pesados. Além
disso, a poluicao do solo e de sistemas aquéticos por metais pesados € um fator que
afeta a qualidade do meio ambiente e constitui risco eminente de intoxicagdo ao
homem (GUILHERME et al., 2005; MUNIZ; OLIVEIRA-FILHO, 2008) .

Diversos metais, como o ferro, 0 zinco, 0 magnésio, 0 manganés e o selénio
sao considerados essenciais, pois sao nutrientes requeridos por muitos organismos.
Entretanto, sabe-se que estes metais essenciais, dependendo de suas
concentracbes, podem apresentar efeitos tdéxicos em determinados organismos
(KABATA-PENDIAS, 1993; 2004). Ja& outros metais, como mercurio, aluminio,

chumbo e cadmio, ndo sdo essenciais para 0s seres Vivos, e podem causar efeitos



toxicos nos organismos expostos a estes elementos (BRUINS; KAPIL; OEHME,
2000).

O potencial téxico dos metais pesados ao organismo humano é diverso,
podendo causar cancer, retardamento mental e de crescimento, disfuncdes renais e
hepéticas, distarbios na memdria e aprendizado, podendo levar até a morte
(GOYER; CLARKSON, 1996; JEFFERY, 2001). Os principais metais pesados
presentes nos rejeitos de mineracdo sdo: o cadmio (Cd), o mercurio (Hg), chumbo
(Pb), cromo (Cr), manganés (Mg) e Cobre (Cu). Apesar do cobre, ser no organismo
humano, um componente de varias metaloenzimas importantes no metabolismo das
catecolaminas e do ferro, sintese da hemoglobina, colageno e elastina e remocéao de
radicais livres, uma exposicdo excessiva pode levar a inibicdo da enzima
acetilcolinesterase, além de apresenta efeito mutagénicos, genotoxicos e citotoxicos
(RISSO-DE FAVERNEY et al., 2001).

A toxicidade decorrente da exposicdo a metais pesados pode ser devida ao
deslocamento de metais essenciais de seus sitios de ligacdo ou devida a interacdes
guimicas com biomoléculas enddbgenas, como os grupos tidis (SH). Os efeitos
toxicos geralmente resultam da alteracdo da estrutura de acidos nucléicos e
proteinas, interferéncia com o processo de fosforilacdo oxidativa e balanco osmoético,
além de favorecerem o aparecimento do estresse oxidativo (HUGHES; POOLE,
1989; BRANDAO et al., 2006).

A Drosophila melanogaster, é usada como modelo experimental alternativo ao
uso de mamiferos, devido a questdes éticas, de manutencao e possibilidade de ser
utilizado em estruturas simples sem depender de maior aporte como criagdo de
biotérios, serem de facil manuseio e baixo custo (DAHMANN, 2008). A Drosophila
melanogaster € um modelo que vem ganhando destaque e importancia para o
exame de problemas biol6gicos, especificamente genéticos, gendémicos e evolutivos,
bem como taxondémicos e neurobioldgicos (RUBIN; LEWIS, 2000; TICKOO;
RUSSELL, 2002; BIER, 2005).

Os mecanismos moleculares pelos quais 0s metais toxicos causam seus
efeitos ainda néo estdo totalmente esclarecidos. Além disso, a concentragao e forma

de exposicdo podem alterar os mecanismos e potencial toxico dos metais pesados.



2 OBJETIVOS E JUSTIFICATIVA

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a toxicidade do metal cobre presente em rejeitos de uma éarea de
mineragcédo de cobre desativada em Cacapava do Sul - RS utilizando como modelo
experimental a Drosophila melanogaster.

2.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar os niveis de cobre presente na agua da mina de cobre a céu
aberto, desativada, em Cacapava do Sul - RS;

b) Estudar o efeito toxico do cobre nos paradmetros de sobrevivéncia,
longevidade, dano comportamental e atividade locomotora;

c) Avaliar os mecanismos de toxicidade do cobre, através de parametros
bioquimicos, como por exemplo, inibicdo enzimatica e dano ao sistema
nervoso.

d) Relacionar os resultados encontrados para o modelo de Drosophila
melanogaster com potencial risco de contaminacdo ambiental nas areas

analisadas.

2.3 Justificativa

O municipio de Cacapava do Sul, onde foi realizado este trabalho, é
amplamente conhecida pela atividade mineradora de cobre datada desde o inicio do
século XX. Est4 atividade foi encerrada no final do século passado e possivelmente
deixou uma contaminacdo ambiental, a qual pode gerar danos a saude das pessoas
gue habitam a regido proxima a mina desativada.

O encerramento das atividades de extracdo mineral de cobre deixou para a
regido varios quilometros de minas subterraneas desativadas e também uma cava a
céu aberto, além de um pequeno povoado chamado Minas do Camaqua, no terceiro
distrito do municipio de Cacapava do Sul. Deste modo, onde localiza-se a cava a

céu aberto formou-se uma grande lagoa, a qual atualmente é um ponto de

ecoturismo, no qual pode-se praticar mergulho e canoagem, sendo assim, € de



extrema importancia avaliar se € possivel haver algum dano a saude dos individuos
expostos a contaminagao por meio destas atividades recreativas.

Além do mais, nas proximidades da referida lagoa formou-se uma cidadela na
qual habitam moradores locais e ex-funcionarios das minas, estas pessoas podem
estar expostas a contaminacdo, no caso de a 4gua da mina desativada possuir a
presenca de cobre e entrar em contato com as 4guas naturais daquela regiao.

Conforme a realidade descrita anteriormente, este trabalho justifica-se pelo
fato de avaliar se ocorre a contaminacao pelo cobre nas aguas que inundam a cava
a céu aberto e se a predita contaminacdo pode causar risco a salude dos individuos
envolvidos, além de ser uma questédo de saude publica e de toxicologia ambiental.

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Principais metais téxicos

Metal pesado é um tipo de elemento quimico que possui elevada massa
atdmica, bem como alta densidade, dos quais muitos apresentam toxicidade para os
seres Vvivos, uso intensivo e ampla distribuicdo. Estes fatores podem aumentar o
risco toxicologico que 0s seres vivos e 0 meio ambiente estdo expostos. Além disso,
estes elementos ndo podem ser totalmente degradaveis em formas que néo
apresentam toxicidade, entretanto eles podem ser transformados em formas
insolaveis, ou seja, indisponiveis para 0 meio bioldgico. Os metais pesados tém
como destino ultimo, geralmente, os solos ou sedimentos (BAIRD; CANN, 2011).

Os metais pesados podem ser poluentes das aguas, solos e da atmosfera,
além de apresentarem diferentes formas de especiacdo e toxicidade. O principal
mecanismo de acdo téxica destes metais esta relacionado a grande afinidade dos
cations com o enxofre, desse modo, os cations de metais pesados consumidos ou
as moléculas que os contém acabam se ligando aos grupos Tidis — SH presentes
nas enzimas. Com isto, a enzima torna-se inativa, causando transtornos no
organismo dos seres vivos, podendo levar até mesmo a morte (BAIRD; CANN,
2011).



3.1.1 Mercurio

O mercurio € um metal que na forma elementar pode ser empregado em
multiplas aplicacdes, por possuir muitas caracteristicas, como por exemplo, ser um
liguido condutivo. Desse modo, a ampla utilizagdo do mercuario facilita a sua
liberacdo para o ambiente (BAIRD; CANN, 2011).

Além de possuir uma alta densidade, o mercurio também possui extrema
volatilidade e seu vapor € altamente tdxico, no caso de os atomos serem inalados
eles se difundem dos alvéolos pulmonares para o sangue. Na forma eletricamente
neutra, o mercurio atravessa a barreira cérebro-sangue, atingindo o cérebro,
causando graves danos ao sistema nervoso central (BAIRD; CANN, 2011). A maior
parte do mercurio no meio ambiente é inorganico, na forma do ion 2+ ou mercurio
(IN. Em menor extensdo, que o vapor, 0os ions de mercurio atingem o sistema
nervoso central, entretanto os principais 6rgdos que sdo alvo do Hg?* séo o figado e
o rim (BAIRD; CANN, 2011).

O fon Hg** pode se complexar com o anion metil, CHs e, com isso, formar o
volatil molecular dimetilmercurio, Hg(CHjs),, este processo ocorre nos sedimentos de
rios e lagos, em condicbes anaerdbias. Os compostos de metilmercuirio sdo mais
facilmente encontrados na superficie de sedimentos em &guas anaerobias.
Sedimentos com grande composi¢cdo de matéria organica em lagos rasos, de facil
aguecimento, e pantanos sao locais excelentes para a formac¢do de metilmercurio
(BAIRD; CANN, 2011).

O metilmercurio é soluvel em tecidos gordurosos, e capaz de bioacumular e
biomagnificar, além de apresentar significativa mobilidade. E a forma mais tdxica do
mercurio, sendo seu principal mecanismo de toxicidade o dano no sistema nervoso.
No cérebro, ele é convertido para Hg®*, que pode se ligar a proteinas e enzimas,
causando a geracdo de espeécies reativas de oxigénio, além de interferir no
transporte de calcio mitocondrial (BAIRD; CANN, 2011; WAGNER et al., 2010).

3.1.2 Chumbo

A manipulacdo do chumbo pelo ser humano ja ocorre a milhares de anos. Ele
foi largamente utilizado como munigcdo, aditivo para coloragdo em tintas e na

fabricacdo de utensilios domésticos. A concentracdo do chumbo no meio ambiente



ainda apresenta aumento, apesar de haver uma politica de reducédo da sua emissao
em paises desenvolvidos (BAIRD; CANN, 2011). Por muitos anos, ele foi utilizado
como agente antidetonante na gasolina, principalmente na forma de tetra aquilas de
chumbo, o que contribuiu muito para elevar seus niveis na atmosfera.

O chumbo quando consumido € transportado pelo sangue até os 6rgaos,
podendo se depositar no cérebro e ocasionalmente, nos ossos. Com 0 passar da
idade, o chumbo acumulado nos ossos pode ser liberado para a corrente sanguinea,
por meio do desgaste 0sseo, voltando a exercer sua toxicidade em diferentes 6rgaos
(BAIRD; CANN, 2011).

3.1.3 Cromo

O cromo é encontrado, principalmente, na forma de ions inorganicos, seus
principais estados de oxidacdo sdo Cr ** ou Cr(lll) e Cr ®* ou Cr(VI), também podem
ser chamados de cromo trivalente e cromo hexavalente (BAIRD; CANN, 2011).

A ocorréncia do cromo como ion dissolvido na agua ou precipitado depende
se o ambiente onde ele se encontra € anaer6bio ou aerdbio, a grande diferenca
entre os dois é que o Cr (VI) é toxico e possivelmente carcinogénico, ja o Cr (lll)
pouco biodisponivel. Devido ao fato de o cromo hexavalente apresentar alta
toxicidade, solubilidade e mobilidade é considerado de alto risco toxicolégico, além

disso, o ion cromato apresenta genotoxicidade (BAIRD; CANN, 2011).

3.1.4 Zinco

Os danos causados pela deficiéncia de zinco no organismo foram estudados
por anos, entretanto recentemente as pesquisas foram direcionadas para as
consequéncias do consumo excessivo de zinco. Diferentes concentragdes de zinco
consumidas apresentam diferentes manifestacdes de distirbios. Este metal
apresenta baixa toxicidade, principalmente quando consumido de forma oral. No
entanto, o aparecimento de sintomas de toxicidade, tais como, nauseas, vOmitos,
dor epigastrica, letargia e fadiga ocorrerem com ingestdo de zinco extremamente
alta. Quando os individuos sdo contaminados com baixas concentracdes de zinco,
mas relativamente altas se comparadas com as normalmente consumidas na dieta

cotidiana, o organismo apresenta deficiéncia de cobre, anemia, danos no sistema



imunoldgico e disfungcédo nas concentracdes de colesterol LDL e HDL (FOSMIRE,
1990).

3.2 Cobre

3.2.1 Caracteristicas gerais

O cobre é um metal castanho avermelhado e nobre, dentre as suas
propriedades podemos citar a alta condutividade térmica e elétrica, maleabilidade,
baixa resisténcia a corrosdo, capacidade de se amalgamar e aspecto agradavel
(WHO, 1998; PEDROZ; LIMA, 2001). No meio ambiente pode ser achado tanto na
forma orgénica quanto na inorganica. A tabela 1 mostra as formas de ocorréncia das

espécies de cobre.

Tabela 1 — Formas de ocorréncia de espécies de cobre.

fon Complexos Complexos Coléides Ligacio de Fase solida
metalico | inorganicos organicos superficie | (sélido e rede
livre Grandes de cristal)
polimeros
Cu-aq CuCO; CH,— C=0 |Inorganico |Fe-OCu CuQ
CuOH" - ™ Cu,(OH),CO;
Cu(COs), | NH: 0 C=0
Cu(OH): ™ - No- Ccu Estado solido
C"\ Organico
0 NH-
N/
0O=C- CH,
Fulvato

Fonte: Adaptado de Pedrozo e Lima, 2001.

3.2.2 Ciclo e ocorréncia na natureza

O cobre é abrangentemente distribuido no meio ambiente, em seu estado
elementar, como sulfetos, arsenitos, cloretos e carbonatos. Ocorre em muitos
minérios, na forma de Oxidos ou sulfetos, como mostra a tabela 2. A malaquita, a
calcopirita e a calcocita sdo as fontes mais significativas de cobre, seguidas pelos
xistos marinhos, xistos e arenitos (PEDROZO, LIMA, 2001).



O cobre é um componente natural do solo que alcanga as margens dos rios e
lagos por acdo das chuvas ou movimentacdo do solo. A grande maioria do cobre
solto para os recursos hidricos apresenta-se como material particulado (PEDROZO,
LIMA, 2001).

Tabela 2 — Composi¢do dos minérios de cobre.

Oxidos Sulfetos

Malaquita Cu,CO;.Cu(OH), Calcocita Cu,S

Azurita 2CuCO0;.Cu(OH), Calcopirita  CuFeS,

Cuprita Cu,0 Covalita CuS

Atacamita CuCl, Bormita FeS.2Cu,S.CuS

Brocantita CuS0,.3Cu(OH),

Fonte: Pedrozo e Lima, 2001.

O cobre possui varias origens para se apresentar em um sistema ambiental,
gue pode ser local ou até mesmo global, estas fontes podem ser de origem natural
ou por acdo do homem. As fontes naturais de exposicdo ao cobre incluem poeira,
vulcdes, vegetacdo em decomposicao, incéndios florestais e pulverizagdo marinha.
As emissdes antropogénicas incluem fundicdes, fundicbes de estacbes e fontes de
combustéo, tais como incineradores municipais. A maior liberacdo de cobre para a
terra € de rejeitos de minas de cobre e lodo de esgoto (WHO, 1998).

Da mesma forma que outros metais, o cobre é disperso por meio do ciclo
hidrologico que desloca as particulas. Dependendo do escoamento das aguas, as
particulas se decantam gerando os sedimentos. Além disso, uma origem
consideravel de cobre nos sedimentos dos mares sdo os organismos mortos (WHO,
1998).

3.2.3 Ocorréncia em aguas e sedimentos

Muitos processos atuam sobre a disponibilidade do cobre no sistema

aguatico, tais como, complexacdo a materiais organicos ou inorganicos, ligacédo a



oxidos metalicos, argilas ou particulas em suspensdo, bem como bioacumulacéo
(PEDROZO E LIMA, 2001).

Ha diversas formas de ocorréncia de um determinado metal no meio
ambiente, isto também € valido para o cobre, pode se apresentar em diversas
espécies, algumas mais significativas quantitativamente e outras menos. Desse
modo, as formas mais significativas sollveis em aguas doce e salgada sdo Cu?",
Cu(HCOg3) e Cu(OH), (PEDROZO E LIMA, 2001).

A forma na qual o cobre é encontrado nas aguas depende significativamente
do pH das mesmas, sendo que, nhormalmente, nos valores de pH caracteristicos de
aguas naturais, grande parcela do Cu®* que esta dissolvido é encontrado na forma
de complexos (PEDROZO E LIMA, 2001).

O cobre se liga preferencialmente a matéria organica e aos é6xidos de ferro
(PEDROZO E LIMA, 2001). Desse modo, quando encontra-se relacionado aos
meios hidricos, pode estar em diferentes formas e também interagindo com diversas
substancias, como por exemplo, dissolvido, formando hidroxidos, complexado a
aminodcidos, precipitado, ligado a argilas, complexado a material organico. Além
disso, as aguas naturais apresentam diversas espécies organicas e isto influéncia a
capacidade de complexagéao e os complexos que poderéo ser formados (PEDROZO
E LIMA, 2001).

Ocorre uma inter-relacdo entre a disponibilidade de cobre em sedimentos e a
presenca de sulfetos acidos volateis (SAV) nas aguas. Além disso, estes sulfetos
podem neutralizar a toxicidade do cobre, dependendo de sua concentragdo, por
exemplo, quando a concentracdo dos SAV é superior a soma da concentracdo molar

dos metais que estédo presentes nesse meio (PEDROZO E LIMA, 2001).

3.2.4 Ocorréncia em solos

A presenca natural de cobre em solos depende das concentracdes desse
metal nas rochas que deram origem ao respectivo solo e 0 seu grau de degradacao.
O cobre pode apresentar-se de diferentes formas, tais como, soluvel, fixada pelos
minerais do solo, precipitada com outros componentes, na biomassa e complexada
com matéria organica (BETTIOL; CAMARGO, 2000).
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3.2.5 Bioacumulagéo

O cobre é um elemento primordial a vida em geral, participando no caso do
organismo humano no procedimento de fixacdo do ferro na hemoglobina do sangue.
Foi distinguido em plantas e animais no século XIX e declarado como catalisador
biolégico no século XX. No cérebro e figado sdo encontradas elevadas
concentracdes de cobre (WHO, 1998)

A bioacumulacéo é dita como um sistema de absorcédo do cobre pelos seres
vivos por meio dos fatores que se encontram ao seu redor, que podem ser agua,
sedimento, solo e alimentos (PEDROZO; LIMA, 2001). Quando ha uma grande
disponibilidade de cobre, maior sera o seu potencial toxico ou de bioacumulacdo
(WHO, 1998).

3.3 Toxicologia do cobre

O cobre é conhecido por ser um metal traco, ou seja, esta presente no
organismo dos seres vivos, desta forma colabora para a ocorréncia de diversas
reacBes bioquimicas que compdem o metabolismo dos individuos, podendo atuar
como cofator de varias enzimas, tais com, catalase, citocromoxidase, dopamina-@3-
hidroxilase e peroxidases (PEDROZO; LIMA, 2001).

Os sintomas apresentados a partir da deficiéncia do cobre sédo problemas
cardiacos, disfuncdo nas concentrac6es de colesterol LDL e HDL, diminuicdo de
algumas enzimas, como por exemplo, metionina e encefalinas leucinicas e cobre-
zinco superoxido dismutase eritrocitaria, pode ocorrer ainda diminuicdo da
depuracéo da glicose no organismo (PEDROZO; LIMA, 2001).

Dificilmente ocorrera toxidade aguda em humanos pelo consumo do cobre,
entretanto quando acontece, a ingestédo é de forma acidental devido ao consumo de
agua contaminada (WHO, 1998). Foram observados efeitos gastrointestinais a partir
da ingestdo Unica e repetida de agua potavel contendo altas concentragbes de
cobre, bem como insuficiéncia hepatica posterior a ingestdo crénica de cobre
(WHO,1998).

Mesmo o cobre sendo um componente essencial a vida, podem ocorrer
muitas alteracbes na estabilidade deste metal no organismo resultando na sua falta

ou excesso. Um exemplo dessas alteracdes é uma patologia genética, a Sindrome
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de Wilson, que pode ser definida como uma doenca metabdlica, recessiva,
autossémica, hereditaria, na qual ocorre uma alteragcdo no gene chamado ATP7B
presente no cromossomo 13. Esta patologia ocasiona uma disfuncédo no transporte
do cobre o que leva a uma toxicidade cronica. Mesmo em baixas concentracdes, a
celuroplasmina facilita o acumulo de altas concentracées de cobre, primeiramente
no figado e posteriormente no cérebro e outros 6rgdo, com isso, o metal acaba néo
sendo excretado via bile (PEDROZO; LIMA, 2001).

A doenca de Menkes é um disturbio raro recessivo ligado ao cromossomo X,
devido a mutagdes no gene atp7a, prejudicando a absorgéo e o metabolismo celular
de cobre (MANARA et al, 2017). Alguns dos sintomas desta doenca s&o
semelhantes aos de deficiéncia de cobre, bem como anomalias 0sseas,
retardamento mental grave, neurodegeneracio e em casos mais sérios, obito infantil
(WHO, 1998).

3.3.1 Absorcao

O cobre é consumido principalmente por estar presente nos alimentos, sendo
as suas concentracdes variadas, dependendo do tipo de alimento. De forma geral,
este metal ndo esta presente em concentragdes significativas na dgua disposta para
consumo humano (WHO, 1998).

A principal via de absorcdo do cobre € o sistema gastrointestinal, entretanto
baixas concentracfes podem ser absorvidas pela pele. A absorcéo intestinal € um
processo influenciado por diversos fatores fisiol6gicos e referentes a dieta alimentar
(WHO, 1998).

Segundo o que foi revisado por WHO (1998) experimentos com radiois6topos
em animais demonstram que o cobre é absorvido do estdmago até certo ponto,
porém o principal local de absor¢cdo € o duodeno. O pH do estdmago é capaz de
dissociar muitos complexos de cobre que possuem uma estrutura mais fracas, além
de ocorrer degradacdo enzimatica de proteinas e fibras consumidas através dos
alimentos, estes fatos tornam o cobre disponivel para ser consumido pelo organismo
(WHO, 1998).
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3.3.2 Distribuicao

Apoés absorcdo pela mucosa intestinal o cobre é transportado para o figado,
tendo como principal ligacdo a albumina. Estudos feitos em ratos com o Cobre 64
demonstram que este aparece primeiramente no sangue complexado com albumina
(NEUMANN; SASS-KORTSAK, 1967). A ceruloplasmina ndo tem um papel no
transporte de cobre do intestino para o figado, que é realizado principalmente por
albumina e complexos de aminoacidos, ou seja, a circulacdo do cobre no sangue
esta ligada a albumina (BLIGH et al., 1992).

A metalotioneina é a principal proteina de ligacdo do cobre no figado. Existe
uma evidéncia crescente que esta proteina desempenha um papel importante na
desintoxicacao celular do cobre, entretanto também foi proposto que ha, por parte
dela, um envolvimento na captacdo, armazenamento e transferéncia de cobre
(BREMNER, 1987). Além disso, a proteina I-histidina aumenta a captacéo celular de
cobre, bem como, a troca de cobre entre a I-histidina e a albumina articula a
disponibilidade de cobre para a célula (DESCHAMPS et al., 2005).

A partir do total de cobre absorvido, aproximadamente 20% localiza-se no
figado, que € um 6rgédo de armazenamento, do qual o metal sera retirado em casos
de necessidade, além disso, quase 40% localizam-se nos musculos e cerca de 20%
no cérebro. Os tecidos conectivos, sangue e rins possuem cada um deles, cerca de
8% (WHO, 1998; PEDROZO E LIMA, 2001).

3.3.3 Papel do cobre no organismo

A grande importancia do cobre para os seres vivos esta no fato deste metal
ser um dos componentes de varias enzimas e proteinas estruturais, conforme
apresentado na Tabela 3. O Cobre exerce inameras fun¢cdes no organismo devido a
sua atuacao nas atividades enzimaticas de oxidacéo e reducéo, isso se deve ao fato
dele atuar como um elétron intermediario transferéncia. Além disso, atua como co-
fator e componente alostérico. O cobre € o principal componente do centro catalitico
de vérias enzimas que atuam nos processos de reducdo, também € um metal
essencial em muitos processos fisioldgicos, tais como, respiracéo celular, sintese de
melanina, biossintese de tecido conectivo, defesa contra radicais livres e
metabolismo de ferro intracelular (PEDROZO; LIMA, 2001).
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Desse modo, € perceptivel a importancia do cobre enquanto atua nos
organismos vivos como metal tragco, sendo um nutriente essencial para o bem

andamento da vida.

Tabela 3 — Principais enzimas que possuem o cobre, com atividade oxidativa e

redutora no ser humano.

Enzima Funcao

Citocromo-c oxidase Transporte de elétron, oxidase terminal
Superodxido dismutase Destrui¢do do radical superdxido, dismutacio
Catecol oxidase Sintese de melanina

Lisil oxidase Colageno, elastina cross-linking
Ceruloplasmaina Transporte de cobre, oxidacdo (ferroxidase)
Aminoxidases Desaminacdo de aminas primarias
Dopamina-f3-monoxigenas Sintese de norepinefrina (conversdo de

dopamina em norepinefrina)
Peptidilglicina monoxigenase  o-amidagdo de neuropeptideos

Fonte: Pedrozo e Lima, 2001.

O cobre € um grande colaborador para a regulacdo da expressao génica, ele
exerce esta funcdo por meio da sua ligacdo com a metalotioneina. (BLALOCK;
DUNN; COUSINS, 1988.).

3.3.4 Toxicodinamica

A toxicidade por parte do cobre ocorrerd somente quando 0s mecanismos de
controle homeostéatico estdo sobrecarregados e também quando os mecanismos
celulares basicos de defesa ou reparacao séo prejudicados (WHO, 1998).

A ocorréncia de toxicidade por parte do cobre em um sistema bioldgico
depende da configuracdo especifica de seus elétrons, por exemplo, o Cu® é
altamente polarizavel e se liga preferencialmente ao nitrogénio ou a estruturas que
contenham o enxofre, por meio do compartilhamento de seus orbitais. J4 o cu®" é
capaz de formar complexos com estruturas que contenham oxigénio e até mesmo
ligagbes parcialmente covalentes com estruturas que contenham nitrogénio e
enxofre. Desse modo, pode-se dizer que o cobre & bastante reativo e possui a

capacidade de se ligar fortemente a estruturas ricas em elétrons (WHO, 1998).
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O excesso de cobre provoca as seguintes reacfes no organismo: saida do
metal de seus sitios ativos causando modificagdes nas membranas celulares, como
despolarizacdo e dano dos receptores ou moléculas transportadoras; ligacdo do
cobre a macromoléculas, como DNA ou enzimas contendo grupos ti6is ou
carboxilas, causando a inativagdo destas enzimas e genotoxicidade; e dano celular
devido a produgao de espécies reativas de oxigénio (ERO’s) pela reacéo de Fenton
(GOLDSTEIN; CZAPSKI, 1986; WHO, 1998):

Cu® + H,0, — Cu®" + OH" + OH"

A geracdo demasiada desses radicais pode levar a producdo de espécies
reativas de oxigénio, 0 que ocasiona o stress oxidativo no organismo, que por sua
vez pode levar a oxidacdo dos grupos tidis, peroxidacéo lipidica, dano no DNA, dano
em organelas como o lisossomo e a mitocondria, o que diminui a producao de ATP
(WHO, 1998).

3.4 Organismo-teste: Drosophila melanogaster

A Drosophila melanogaster, popularmente conhecida como a mosca da fruta
€ um organismo modelo experimental que tem sido usado no estudo de problemas
bioldgicos, principalmente na area da genética. Muitos cientistas concentraram sua
atencdo no uso da Drosophila como modelo experimental para a compreensédo de
doencas neurodegenerativas (CELOTTO; PALLADINO, 2005).

A Drosophila torna-se um excelente modelo de pesquisa devido a varios
fatores, tais como, possui um rapido ciclo de vida, o que facilita o estudo toxicolégico
em varias etapas da vida dos individuos, além disso, as moscas sdo de facil
manuseio e ndo necessitam de instalagcbes complexas, como biotérios. Pode ser
destacado também que as moscas podem substituir os mamiferos em pesquisas
experimentais e possuem as vantagens anteriormente citadas, em relagdo aos
mamiferos (DAHMANN, 2008).

A larva de Drosophila melanogaster demora 24 horas apo6s a fertilizacdo para
eclodir, mas as diferentes regides de larvas se definem varias horas antes da
eclosdo. As larvas de primeiro estagio alimentam-se do meio de cultura e apds cerca

de 25 horas formam um verme maior, sendo este 0 segundo estagio. As larvas de
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segundo estagio levam aproximadamente 24 horas para alcangcarem o terceiro
estagio. As larvas de terceiro estagio alimentam-se do meio de cultura e rastejam
sobre ele, apo6s 30 horas tornam-se pupas. A pupa € branca amarelada, mas a
medida que vai se desenvolvendo adquire coloracdo mais escura de forma
progressiva, durante este estagio ocorre a metamorfose da larva em mosca adulta,
depois que a mosca adulta fémea emerge demora de 4 a 12 horas para adquirir as
suas caracteristicas sexuais, podemos observar este ciclo na figura 1.
(VIJAYALAKSHMI, 2013).

Figura 1 — Ciclo de Vida da Drosophila melanogaster.

Mosca Fertilizagdo Ovo fertilizado

adulta
Multiplicag3o celular

CiCIO de Vida ' Desenvolvimento
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Fonte: Adaptado de Vijayalakshmi, 2013.
3.5 Toxicologia do cobre em Drosophila melanogaster

Conforme alguns estudos a contaminacdo do meio de cultivo com baixas
concentragbes de cobre (micro-molar) diminui o tempo de vida e a atividade
locomotora de moscas machos, entretanto ndo afeta as fémeas. Além disso, essas
baixas concentracbes também diminuem a sobrevivéncia e causam disturbios
neuroldgicos em Drosophilas (ARCAYA et al., 2013; 2014).

O efeito negativo do cobre sobre as moscas contaminadas depende da sua

genética e de seu género, jA& que ambos os fatores podem afetar a regulacdo da



16

metalotioneina, das proteinas e também a homeostase de metais biologicamente
necessarios (BALINSKI; WOODRUFF, 2017).

A Glutationa (GSH) exerce um importante papel na regulacdo de niveis de
cobre no cérebro, com isso a reducéo da biossintese de glutationa leva a deficiéncia
funcional de cobre nos neurénios, causando defeitos neuroldgicos em Drosophila
melanogaster (MERCER et al., 2016).

Tanto a deficiéncia, causada pela adicdo de 300 uM de dissulfonato de
bathocuproina (BCS) que produz alimentos com deficiéncia de cobre, quanto o
excesso de cobre, causado pela adicdo de 1.0 mM e 1.5 mM deste metal,
apresentam efeitos prejudiciais sobre o funcionamento do sistema nervoso central
da Drosophila, impedindo a sua sobrevivéncia. Além disso, causam impacto sobre
uma via neuropeptidica especifica (HWANG et al., 2014).

Os mecanismos de absorcado, sequestro, distribuicdo e fluxo do cobre em D.
melanogaster sdo altamente semelhantes aos dos mamiferos. Em questdo
organizacional, o transporte do cobre dentro do intestino médio da Drosophila é
parecido ao dos enterécitos de mamiferos, enquanto os sistemas renais e hepaticos
de mamiferos sdo mais bem conservados do que os das D. melanogaster e elas nédo
possuem um sistema de excrecdo biliar como nos mamiferos. O cobre que se
encontra na hemolinfa é possivelmente ligado a proteina (SOUTHON; BURKE;
CAMAKARIS, 2013).

Em D. melanogaster a regulacdo da homeostase de cobre esta ligada a de
outros metais como zinco e ferro, o que talvez seja mais bem demonstrado pela
atividade de ferroxidase da cupro-proteina ceruloplasmina, bem como do
antioxidante SOD1, que requer cobre e zinco. Além disso, o transportador de ferro
DMT1 pode transportar zinco, cobre e outros cations divalentes. Destaca-se ainda
que o transportador de zinco Zip4 pode ter atividade de transporte de cobre
(SOUTHON; BURKE; CAMAKARIS, 2013).

Segundo um estudo (BONILLA-RAMIREZ; JIMENEZ-DEL-RIO; VELEZ-
PARDO, 2011) o cobre apresenta toxicidade aguda, na concentragdo 15 mM por até
5 dias e crbnica, na concentracdo 0,5 mM por até 15 dias, além disso a exposicao a
este metal reduz significativamente vida util e atividade locomotora, ou seja,
capacidades de escalada em Drosophila melanogaster. O cobre acumula-se
dramaticamente no cérebro das moscas, que sdo alimentadas cronicamente ou

agudamente com este metal, desse modo, demonstra-se que a acumulacdo do
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cobre na cabeca das moscas esta associada a neurodegeneracdo causada por
vérias doencas dopaminérgicas. Ademais, o cobre pode causar dano a um grupo de
genes neurais, portanto este metal é capaz de destruir os neurdnios, bem como o
cérebro da mosca, prejudicando assim seu movimento e capacidade de escalada.
Além disso, o cobre induz sintomas de Parkinson em D. melanogaster (BONILLA-
RAMIREZ; JIMENEZ-DEL-RIO; VELEZ-PARDO, 2011).

3.6 Risco de intoxicacdo animal por cobre

A espécie mais susceptivel a intoxicagcdo por cobre é a ovina, ocorrendo
inclusive em pastejo com altas concentracfes de cobre e baixas de molibdénio no
solo. O consumo excessivo de cobre leva a acumulo nos tecidos, principalmente no
figado, sem que sejam observados sinais clinicos. Em situagdes de stress e quando
o figado esgota sua capacidade de armazenamento o cobre é liberado rapidamente
para o0 sangue, causando uma crise hemolitica, caracterizada hemoglobinuria,
ictericia e hemorragias generalizadas. A necropsia revela sempre severa necrose
hepética. Outros sintomas sdo observados na intoxicagcdo por cobre séo
gastroenterite severa com dor e diarreia devido a irritagdo das mucosas, queda da
temperatura corporal, aumento da frequéncia cardiaca, colapso e morte em 24
horas. O molibdénio pode ajudar nos casos de intoxicagdo por cobre, ajudando a
diminuir a sua absorcdo. (DIAZ GONZALEZ, 2000). A criacdo de ovelhas também
pode ser observada na regido proxima a area de estudos, estando estes animais
expostos ao risco de contaminagao por cobre.

4 MATERIAIS E METODOS

Para realizacdo desta pesquisa, as analises foram divididas em duas etapas:
a primeira fase da pesquisa denominada estudo de campo, na qual foram realizados
estudos na area onde € localizada a cava a céu aberto de cobre, que se encontra
desativada, nas Minas do Camaqua, zona rural de Cacapava do Sul. A segunda fase
da pesquisa consistiu nas andlises utilizando a espécie Drosophila melanogaster
como modelo experimental, com a finalidade de identificar o potencial toxico do

cobre em organismos vivos.
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4.1 Estudo de campo

Nesta etapa da pesquisa, foram coletadas amostras de agua da cava a céu
aberto desativada, localizada nas Minas do Camaquéa, na zona rural de Cacapava do
Sul, para coletar as amostras de 4gua utilizaram-se recipientes de vidro estéreis e
luvas de latex, a fim de evitar qualquer contaminacdo externa. Foram recolhidas

amostras de agua superficial do entorno da area da antiga mina a céu aberto.
4.1.1 Area de estudo

A éarea de estudo esta situada a cerca de 300 km de Porto Alegre-RS, em
uma localidade chamada de Minas do Camaquéa, no terceiro distrito do municipio de

Cacapava do Sul, pode se observar a cava a céu aberto na figura 2.

Figura 2 — Cava a céu aberto onde foram realizadas as analises de campo.
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Fonte: Google Earth. Data: 01 de junho de 2017.
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4.1.2 Identificacdo da presenca de cobre nas amostras de dgua

Posteriormente a coleta, as amostras foram armazenadas na geladeira a uma
temperatura de 8° C. Para andlise foi utilizada a técnica de complexacdo da
cuprizona, segundo NILSSON, 1950. A cuprizona € altamente seletiva permitindo a
determinacdo de cobre mesmo em uma amostra que contenha a presenca de
diversos ouros metais. Para tal, foi preparado uma solucdo padrdo de cuprizona
5000 mg/L (0,5 %). Para a determinacao do cobre nas amostras, foram adicionados
5 mL de amostra, 7,5 mL de cuprizona 0,5% e 5 mL tampéao fosfato (pH 8,0) em um
baldo de 25 mL, completando com &gua deionizada. Posteriormente, foram lidas no
espectrofotometro em comprimento de onda de 600 nm. Como padréo, foi feita uma
curva de calibracdo com sulfato de cobre pentahidratado nas concentracdes de 0,1
mg/L a 5 mg/L.

Em algumas amostras foi adicionado acido nitrico para conservar o cobre na
agua, impedindo o metal de se aderir ao recipiente em que a amostra esta
armazenada, pois 0 pH menor que 2 ndo permite que 0 cobre precipite ou seja
adsorvido sobre a superficie soélida, mas a presenca deste &cido ndo altera a
quantidade de cobre na agua, pelo contrario, apenas conserva semelhante a
concentracéo in situ (APHA, 1999).

Além do método da cuprizona, as amostras de agua coletadas foram
analisadas no espectrometro de fluorescéncia de raios-x, onde se utilizou 10 ml de
agua para a leitura. Para as leituras no equipamento, as amostras de agua foram

colocadas em sacos plasticos transparentes com auxilio de pipetas volumétricas.

4.2 Estudo em Drosophila melanogaster

4.2.1 Protocolo de exposicao

Para a fase de analises “in vivo” utilizou-se como modelo experimental a
Drosophila melanogaster. Para tal, as moscas foram expostas ao cobre através da
diluicho do mesmo no meio de cultivo, que consiste basicamente de agar e
sacarose. Primeiramente, foi elaborada uma curva de contaminagdo com as
seguintes concentracdes de sulfato de cobre: 0 mM, 0,5 mM ,1,0 mM, 2,5 mM, 5,0

mM, 10,0 mM e 100,0 mM, utilizando trés ensaios para cada concentracdo, com 20
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moscas em cada frasco, para analise de sobrevivéncia. A partir desta curva, foram
selecionadas as concentragtes de 1,0 mM, 2,5 mM e 5,0 mM utilizando 30 moscas

em cada frasco para os demais testes.

4.2.2 Teste de sobrevivéncia

A mortalidade das Drosophilas expostas ao cobre foi analisada durante um
periodo de sete dias, a cada quatro dias as moscas eram contadas e repassadas
para novos frascos, elas foram acompanhadas por um periodo total de dezoito dias,

porém foi selecionado o periodo da primeira semana para apresentacao.

4.2.3 Avaliacdo da capacidade de escalada: teste comportamental

O dano psicomotor causado pelo cobre foi avaliado através do
comportamento de escalada. As moscas sao anestesiadas em gelo e transportadas
para tubos de ensaio marcados na altura de 8 cm. Os frascos sdo gentiimente
balancados para que todas as moscas atinjam a base do frasco e entdo é
cronometrado um periodo maximo de 10 segundos, e quantificado o nimero de
individuos que chegam até a altura de 8 cm. O teste foi repetido por 10 vezes para
cada concentracdo, sendo realizado antes e ap0s os sete dias de contaminacéo das
moscas (LE BOURG; LINTS, 1992). Normalmente, aquelas moscas que nhao
apresentam danos locomotores movem-se muito rapido para o topo, enquanto
aquelas com defeito locomotor sdo lentas no movimento e podem permanecer perto
do fundo.

As moscas tratadas foram colocadas em microtubos (eppendorf) e maceradas
em solucdo tampdao fosfato tendo por base a seguinte regra: 30 moscas — 300 pL
(0,095 mg de mosca por uL), e centrifugadas a 4000 rpm, durante 10 minutos, 4° C.
O sobrenadante foi utilizado para as analises bioquimicas (atividade da enzima

acetilcolinesterase e tidis livres).

4.2.4 Andlise da atividade da enzima acetilcolinesterase

Para a fase de andlises da atividade da acetilcolinesterase, utilizou-se o
reagente de Ellman (DTNB - ou Acido 5,5-ditiobis-2-nitrobenzéico). O DTNB ¢é
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degradado pelo produto da reacdo catalisado pela enzima acetilcolinesterase,
formando o nitrobenzoato de cor amarela, que pode ser quantificado por
espectrofotometria com absorcdo em 412 nm. Este método tem como objetivo
quantificar a reacao de hidrélise da Acetilcolina a Acetato+Colina, reacdo catalisada
pela enzima acetilcolineterase. Desta forma, uma aliquota de 23 uL do sobrenadante
foi adicionada a cubeta contendo 150 pL de acetilcolina (10 mM), 150 pL de DTNB
(10 mM) e 1177 pL de solucdo tampéao. A leitura ocorreu durante dois minutos com

contagem a cada 15 segundos, na faixa de 412 nm (ELLMAN et al., 1961).

4.2.5 Analise dos grupos tidis livres por espectrofotometria

A analise dos grupos tidis livres (SH) permite avaliar se os ions de cobre
oxidaram as ligac®es tidlicas, inativando enzimas e proteinas que possuem SH, caso
isso ocorra pode levar a ocorréncia de processos oxidativos no organismo. Para
realizar este teste foi utilizado o método de Ellman (1959), com algumas
modificacdes. Para isso, uma aliquota de 23 yL do sobrenadante foi adicionada a
cubeta contendo 150 puL de DTNB (10 mM) e 1177 pL de solucédo tampao. Apds
agitacdo as amostras foram quantificadas por espectrofotometria com absor¢cdo em
412 nm.

4.2.6 Andlise das espécies reativas de oxigénio por espectrofluorimetria

Para tal, as moscas foram colocadas em microtubos (eppendorf) e
homogeneizadas em solucdo tampao TRIS-HCL utilizando como regra a proporcao
30 moscas — 300 pL de tampdo, apds as amostras foram centrifugadas a 2000 rpm,
por 3 minutos a 4° C. Posteriormente, foram adicionados a tubos de ensaio, 25 pL
de amostra (sobrenadante), 1965 pL de solucdo tampéo Tris-HCL e 10 pL de
Diclorofluoreceina (DCFH) diacetato. Por fim, as amostras foram colocadas no
escuro por 30 minutos e depois lidas no espectrofluorimetro, com uma emissao de
522 nm e excitagdo 488 nm. Ao inserir a DCFH nas amostras ela sera facilmente
oxidada pelas ERQO’s e produzira fluorescéncia, logo quanto maior a presenca de

ERQO’s maior sera a fluorescéncia produzida pela amostra.



22

4.2.7 Analise no espectrometro de fluorescéncia de raios-x

Foi elaborada uma curva de contaminacdo com as seguintes concentracoes:
5,0 mM, 10,0 mM e 100,0 mM, utilizando trés ensaios para cada concentragcao, para
cada ensaio um total de 100 moscas foram expostas por um periodo de 48 horas.
Estas concentracdes foram adotadas para satisfazer o limite de alcance minimo do
equipamento e o periodo de tempo que ndo causasse uma grande mortalidade nas
cobaias. Apés o periodo de contaminacao, os individuos vivos foram adormecidos
(no gelo), colocados em pequenos plasticos transparentes e as leituras de cada
ensaio realizadas no espectrometro de fluorescéncia de raios-x. Os resultados séo
obtidos em ppm. A partir deles, elaborou-se uma tabela e um gréafico para a melhor

visualizacédo da quantidade de cobre presente nos individuos de cada ensaio.
5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Niveis de cobre na dgua da mina

Para estabelecer a quantidade de cobre presente na agua da cava a céu
aberto, primeiramente foi utilizado o método de espectroscopia de fluorescéncia de
raios-X com a finalidade de identificar se realmente ha uma ocorréncia de cobre na
agua deste local, podemos observar a identificacdo da presenca de cobre na agua

da mina na tabela 4.

Tabela 4 — Identificacdo de cobre na dgua da cava por FR-X.

Determinacdo de cobre na agua por FR-X

Ponto Concentracdo de Cobre (%)
Cava a céu aberto 0,0079
Cava a céu aberto? 0,0068

Apbs a confirmacédo da presenca de cobre na agua (tabela 4), partiu-se para a
quantificacdo deste metal através do método espectrofotométrico utilizando como
complexante a cuprizona. Observando a tabela 5 notamos os valores das

concentracdes de cobre presente nas amostras de agua da area de estudo:
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Tabela 5 — Concentra¢cfes de cobre na agua por espectrofotometria UV-Vis.

Determinacédo da concentracdo de cobre na dgua utilizando cuprizona

Amostras

Ponto Concentragdo (mg/L) Concentracéao (uM)

Cava a céu aberto 0,50 2,0

Amostras com acido nitrico

Ponto Concentragdo (mg/L) Concentragéo (uM)
Cava a céu aberto 0,60 2,40
Cava a céu aberto? 0,44 1,76

Os resultados da tabela 5 foram obtidos através da curva de calibracéao
conforme a figura 3, na qual é possivel visualizar a Linha de Tendéncia construida a
partir das absorbancias das amostras padrdo. Além disso, nesta mesma figura
encontra-se a equacdo da reta pela qual foram calculadas as concentracfes de

cobre presentes nas amostras de agua.

Figura 3 — Curva padrao para determinacao de cobre na agua.

DETERMINA(;EO DA CONCENTRA(;,EO DE COBRE NA AGUA UTILIZANDO
CUPRIZONA
0,35

os P
y = 0,0629x% + 0,0045
R = 0,0958
0,25 /
0,2 + Padrao
Absorbdncia(nm) B Resultado
0,15 /
0,1

0,05 *

COMNCENTRACAO [mg/L)

Foi possivel observar que apesar da agua da cava a céu aberto estar sendo
utilizada para recreacao de contato primario (natacdo e mergulho), ela estaria sendo

utilizada de forma inapropriada, uma vez que, segundo a Resolu¢do do CONAMA n°
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357 de 2005, fica estabelecido que para aguas de classe Il, que é o caso, 0 maximo
de cobre permitido € de 0,009 mg/L. Sendo assim, segundo esta norma, as
amostras de agua que foram analisadas deveriam apresentar concentracdes
inferiores ou iguais a 0,009 mg/L para poderem ser utilizadas para recreacdo de
contato primario, entretanto os valores observados encontram-se acima do limite de
quantidade de cobre permitido pela legislagdo, como € possivel observar na tabela
5.

Conforme a tabela 5, o valor da concentracdo do cobre na agua apresenta
uma variagdo, a qual se deve ao método utilizado para analisar a amostra, porém as
concentracbes encontradas apresentam uma grande proximidade, sendo que a
média dos trés valores é 0,51 mg/L (figura 3), ou seja, esta cinquenta e sete vezes

acima do permitido pela legislacéo.

5.2 Efeitos toxicos do cobre em D. melanogaster

Os efeitos téxicos do cobre em Drosophilas melanogaster foram observados

sobre os parametros de sobrevivéncia e comportamento.

5.2.1 Efeitos toxicos do cobre em D. melanogaster sobre a sobrevivéncia

A mortalidade média das moscas (n = 3), durante o periodo de exposicéao,

pode ser observada a seguir, conforme a figura 4:
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Figura 4 — Curva de sobrevivéncia de moscas expostas a diferentes concentracoes
de cobre no decorrer do tempo (sete dias).
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Os dados foram submetidos a analise estatistica ANOVA de duas vias (two-way ANOVA),
0s grupos tratados foram comparados ao grupo controle e considerados estatisticamente
significativos quando * p < 0,01 e ** p < 0,001.

Além dos dados estatisticos apresentados na figura 4, também foi possivel
observar que o grupo 5.0 mM apresentou diferenca significativa de p < 0,001 em
relacdo a concentracdo de 0.5 mM a partir do dia 4. O grupo 10.0 mM apresentou
diferenca significativa com p < 0,001 em rela¢do a 0.5 mM a partir do dia 3. O grupo
100.0 mM apresentou diferenca significativa com p < 0,001 em relacdo a 0.5 mM a
partir do dia 2 e p < 0,01 no dia 1. O grupo 5.0 mM apresentou diferenca significativa
(p < 0,001) em relacdo a 1.0 mM a partir do dia 4. O grupo 10.0 mM apresentou
diferenca significativa (p < 0,001) em relacdo a 1.0 mM a partir do dia 3. O grupo
100.0 mM apresentou significancia de p < 0,001 em relacéo a 1.0 mM a partir do dia
2ep<0,01nodial. O grupo 50 mM apresentou significancia de p < 0,001 em
relacdo a 2.5 mM a partir do dia 4. O grupo 10.0 mM apresentou significancia de p <
0,001 em relagdo a 2.5 mM a partir do dia 3. O grupo 100.0 mM apresentou
significancia de p < 0,001 em relag&o a 2.5 mM a partir do dia 2 e p < 0,01 no dia 1.
O grupo 10.0 mM apresentou significancia de p < 0,05 em relacdo a 5.0 mM apenas
no dia 4. O grupo 100.0 mM apresentou significancia de p < 0,001 em relagdo a 5.0

mM nos dias 2, 3 e 4 e p <0,01 nos dias 1 e 5. O grupo 100.0 mM apresentou
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significancia de p < 0,001 em relagdo a 10.0 mM nos dias 2 e 3 e p < 0,01 nos dias 1
e 4.

Na figura 4 é possivel observar que a partir do primeiro dia de exposicao a
concentracdo de 100,0 mM apresentou decréscimo significativo na sobrevivéncia
das moscas, e no dia 3 aproximadamente 100% das moscas estavam mortas. As
concentragbes de 50 mM e 10,0 mM apresentam diminuigdo significativa na
sobrevivéncia a partir de 4 e 3 dias respectivamente, e no final do periodo de
observacéo (7 dias) quase todos individuos estdo mortos. As concentragdo 0,5 mM,
1,0 e 2,5 mM néo apresentaram diferencga significativa na inducdo da mortalidade
quando comparadas ao controle. Além disso, andlises estatisticas complementares
sugerem um efeito dose-dependente do cobre em causar mortalidade nas moscas.
Estes resultados se assemelham ao que foi observado por Arcaya et al. (2013;
2014).

5.2.2 Efeitos toxicos do cobre em D. melanogaster sobre o comportamento
Com base na andlise comportamental foi elaborado um grafico com a

porcentagem média de moscas que subiram acima de 8 cm, no sétimo dia de

tratamento, conforme a figura 5:
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Figura 5 — Comportamento de escalada das D. melanogaster tratadas com

diferentes concentracdes de cobre.
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Os dados foram submetidos & ANOVA Oneway seguido do teste de comparagfes multiplas
de Tukey. As diferengas foram consideradas significativas quando p < 0,05. * Comparado
ao grupo controle.

Pode-se observar na figura 5 que as concentracées 0 mM, 1,0 mM, 2,5 mM
nao causaram efeito estatisticamente significativo na capacidade de escalada das
moscas, ja a concentracdao 5,0 mM causou uma diminuicdo significativa no nimero

de individuos que conseguiram subir até 8cm.

5.3 Mecanismos de toxicidade do cobre

Os mecanismos de toxicidade do cobre foram estudados através da avaliagéo
da atividade da enzima AChE, da analise dos grupos SH livres, da verificacdo da
producdo de ERO'’s e da leitura dos niveis de cobre em Drosophila melanogaster por

meio do método de FR-X.
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5.3.1 Atividade da enzima acetilcolinesterase

Com o teste da atividade da enzima acetilcolinesterase foi possivel notar que
o cobre nas concentragcdes 1,0 mM, 2,5 mM e 5,0 mM ndo apresentaram dano
significativo na atividade da enzima acetilcolinesterase. Porém € possivel observar
uma tendéncia no aumento nas concentragbes de 2,5 mM e 50 Mm. Segundo
dados da literatura (DE LIMA; ROQUE; DE ALMEIDA, 2013), o cobre € um inibidor
de esterases, porém sO afeta a AChE de forma significativa em concentracdes
relativamente altas, de 10 a 20 mM em testes in vitro, mesmo assim a AChE
apresenta uma maior sensibilidade a inibicdo pelo cobre, quando comparada com
outras esterases, como a carboxilesterase (DE LIMA; ROQUE; DE ALMEIDA, 2013).
Dessa forma, podemos apenas sugerir que a mortalidade e o retardo na capacidade
de escalada das moscas podem estar associados a inibicdo da atividade desta
enzima, mas sem descartarmos a influéncia de outros fatores n&o estudados neste

trabalho. Podemos observar o grafico da atividade da enzima na figura 6.

Figura 6 — Atividade da enzima AChE em D. melanogaster.
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Os dados foram submetidos @ ANOVA Oneway seguido do teste de comparag¢des multiplas
de Tukey. N&o foram encontradas diferencgas significativas.
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5.3.2 Determinacdo dos tiois livres

Os grupos tiois (SH) estdo presentes em diversas proteinas e enzimas que
possuem fungbes importantes no organismo e quando esses grupamentos sao
afetados podem ocorrer graves danos no organismo dos seres vivos, pode-se
observar a determinacdo dos tidis livres nas amostras das moscas nas diferentes

concentracfes na figura 7:

. Figura 7 — Determinacéo dos tiois livres em D. melanogaster tratadas com CuSO,.
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Os dados foram submetidos a ANOVA Oneway seguido do teste de comparagdes multiplas
de Tukey. As diferencas foram consideradas significativas quando P < 0,05. * Comparado
ao grupo controle. # Comparado ao grupo 1.0 mM.

Os resultados obtidos no teste dos grupos tidis livres (figura 7) demonstram
uma diminuicdo significativa nos niveis dos grupos tiois total nas moscas expostas a
concentracdo de 5,0 mM de sulfato de cobre. Apesar da concentracédo de 2,5 mM
demonstrar uma diminui¢do nos niveis de tiois, esse valor ndo foi estatisticamente
significativo.

Este resultado parece estar relacionado com os resultados obtidos na curva

de sobrevivéncia, e atividade da AChE, uma vez que o cobre liga-se aos tiois,
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inativando proteinas e enzimas que sdo essenciais para o bom funcionamento do
organismo, podendo causar a morte dos individuos contaminados (BONILLA-
RAMIREZ; JIMENEZ-DEL-RIO; VELEZ-PARDO, 2011).

5.3.3 Producédo de espécies reativas de oxigénio

Na analise das espécies reativas de oxigénio os resultados apresentaram
uma diminuicdo da fluorescéncia proporcional ao aumento das concentracdes de
cobre com as quais as moscas foram contaminadas, porém, esse decréscimo nao foi
estatisticamente significativo, como é possivel observar na figura 8.

Embora inesperado este resultado pode estar associado ao fato de que para
ocorrer a leitura das ERO’s pela fluorescéncia é necessario o auxilio de enzimas
esterases citoplasméticas (LEBEL; ISCHIROPOULOS; BONDY, 1992). E as
enzimas esterases estiverem inibidas (por exemplo, pelo contaminante) a oxidacéo
da DCFH-DA tende a diminuir, e desta forma, ocorre uma diminuicdo na leitura da
fluorescéncia, como um artefato na técnica. Neste caso, o cobre é um inibidor de
enzimas esterases (DE LIMA; ROQUE; DE ALMEIDA, 2013), este fato também pode
ser observado na figura 6, onde o aumento do cobre ocasionou uma diminuigéo na
atividade da AChE. Porém este resultado ndo contradiz a problematica que quando
ha mais cobre no organismo, resulta em uma maior possibilidade de esse metal
ligar-se aos tidis e por consequéncia inativar enzimas que participam da fosforilacéo
oxidativa, ocorrendo danos neste processo e aumentando a producao de ERO’s no

organismo das moscas.
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Figura 8 — Producéo de espécies reativas de oxigénio.
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Os dados foram submetidos & ANOVA Oneway seguido do teste de comparagfes multiplas
de Tukey. N&o foram encontradas diferengas significativas.

5.3.4 Determinacdo dos niveis de cobre em D. melanogaster por FR-X

Com a analise das moscas no espectrometro de fluorescéncia de raios-X
(figura 9), foi possivel identificar que o cobre ficou acumulado no organismo dos
individuos. Esta bioacumulacdo ja foi observada em moscas contaminadas com
metilmerctrio (LEAO et al., 2018), isto indica que quanto mais metais S&o
consumidos indevidamente por seres vivos, mais estes se acumularam em seus
organismos, podendo causar severos danos. Além disso, observou-se um aumento
da presenca do metal proporcional a concentragdo da contaminagao no seu meio de
cultivo. Este resultado esta de acordo com o que foi observado na analise dos tidis
livres, pois se mais cobre esta presente no organismo, ha uma maior suscetibilidade

deste metal ligar-se aos tiois.
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Figura 9 — Concentracfes meédias de cobre em D. melanogaster.
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Os dados foram submetidos a ANOVA Oneway seguido do teste de comparag¢des multiplas
de Tukey. As diferencas foram consideradas significativas quando P < 0,05. * Comparado
ao grupo controle.

A média de individuos varia, pois alguns acabaram morrendo durante o
periodo que ficaram expostos ao contaminante, devido a toxicidade de cada
concentracdo, entretanto o método de FR-X calcula a porcentagem do metal em
relacdo ao total de cada amostra, tornando a quantidade final de individuos
indiferente para identificar e quantificar o cobre no organismo das moscas, isto
demonstra a eficacia quantitativa e principalmente qualitativa do método.

Podemos observar na figura 9 que ha aumento do metal Cu no organismo das
moscas conforme o aumento da concentracdo. Além disso, observa-se que no grupo
controle (0 mM) foi detectada uma baixa presenca de cobre, 0 que ocorre devido a

este metal estar presente naturalmente no organismo das moscas.

5.4 Potencial risco toxicologico e ambiental

A concentracdo de cobre encontrada na dgua superficial da cava a céu aberto

e de 0,51 mg/L (2,05 uM), tal concentracdo esta extremamente mais baixa do que as
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concentracOes utilizadas para a elaboracédo da curva de contaminacao, pois baixas
concentragbes, como esta, ndo causam efeitos significativos no organismo das
moscas, no periodo que foram expostas neste trabalho e nos parametros
toxicoldgicos estudados. Entretanto, a exposicédo durante longos periodos pode levar
ao processo de bioacumulacdo do cobre através da bioconcentracdo deste metal
durante o tempo de vida dos individuos, vindo a causar efeitos negativos no
organismo dos animais e vegetais que estdo naturalmente em contato com este
ambiente contaminado (PEDROZO E LIMA, 2001). Além disso, pode ocorrer
também a intoxicacao animal por cobre, a partir do consumo de gramineas expostas
a este metal, até mesmo em baixos teores, devido ao processo de biomagnificacéo,
principalmente em casos onde ha uma baixa concentracdo de molibdénio no solo
(DIAZ GONZALEZ, 2000; BAIRD; CANN, 2011).

Neste trabalho foi analisada a presenca de cobre na dgua superficial da cava
a céu aberto, a concentracdo de cobre encontrada esta acima da concentracdo
permitida pela legislacdo vigente, Resolucdo CONAMA 357, porém esta abaixo do
limite de toxicidade do cobre para Drosophilas melanogaster. Entretanto, a
caracteristica que o cobre e os demais metais possuem de sedimentarem-se
(PEDROZO E LIMA, 2001; BAIRD; CANN, 2011), indica que com o aumento da
profundidade de um sistema aquatico ocorre simultaneamente um aumento na
concentracdo de metais neste corpo hidrico. Desse modo, supbe-se que com O
aumento da profundidade das aguas que inundam a cava a céu aberto é possivel
alcancar um nivel de concentracdo de cobre proximo as concentracdes que as
moscas foram expostas, tal andlise da estratigrafia e distribuicdo do cobre nesta
area pode ser realizada em pesquisas futuras.

Em casos mais extremos de contaminag¢do de aguas superficiais por cobre,
devido a atividades mineradoras esta o caso do rio Hrazdan na Arménia, onde é
possivel observar uma concentracédo de 21 mg/L na agua (KURKJIAN, 2000). Desse
modo, percebe-se que mesmo aguas superficiais podem apresentar significativas
concentracdes de cobre, podendo atingir os organismos vivos e gerar neles efeitos

toxicos semelhantes aos observados neste trabalho.
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6 CONCLUSOES

O cobre nas concentracfes testadas apresenta significativa toxicidade em
moscas, podendo ser um potencial agente toxico em situacdes de contaminacao
ambiental, além de causar efeitos nocivos em altas concentragBes. Porém, essas
concentragcOes dificilmente sdo encontradas em situagbes naturais, mas podem
ocorrer em casos de contaminacdo. Além disso, em concentragcdes mais baixas
como as encontradas na area de rejeito, o cobre ndo parece apresentar efeito toxico
no modelo experimental Drosophila melanogaster.

Devido a esta toxicidade do cobre, a comunidade que esta em contato com as
aguas da mina do Camaqud, por atividades recreativas de lazer ou por serem
moradores locais, esta sujeita a um risco toxicolégico, que podera ser percebido
somente em longo prazo. Entretanto, tal dano pode ser evitado por meio do
impedimento da utilizagdo do local como espacgo para atividades recreativas de
contato primario e também evitando que a populacdo local consuma a agua
contaminada proveniente dessa regiao.

Conclui-se ainda que o método de espectroscopia por fluorescéncia de raios-x
apresenta eficiéncia qualitativa para identificar o cobre em Drosophila melanogaster
e em amostras de &agua, sendo de grande utilidade em locais onde se busca
desenvolver pesquisa cientifica sem utilizacdo de equipamentos complexos e/ou
reagentes com valores elevados.

Por fim, as concentracdes de cobre 0,51 mg/L encontradas na area de rejeito,
extrapolam os limites para este metal na legislacao vigente, indicando que esta é

uma area de contaminagédo ambiental.
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