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RESUMO 
 

 

 

Metribuzin é um herbicida que pertence ao grupo químico das triazinonas assimétricas, 

bastante utilizado no controle de plantas daninhas em algumas culturas. Dado ao uso 

indiscriminado e a sua lixiviação, tem sido encontrado em águas subterrâneas, residuais e 

apresenta persistência no solo. O acúmulo de radicais livres por exposição a contaminantes 

pode originar estresse oxidativo, suprimindo a ação das enzimas antioxidantes e alterando os 

processos celulares dos organismos, causando danos ao DNA e nas biomembranas, mudanças 

fisiológicas, efeitos teratogênicos e até mesmo neoplasias. Neste estudo foi avaliado o 

potencial efeitos da exposição a um herbicida à base de metribuzin durante o 

desenvolvimento inicial do zebrafish (Danio rerio) no desequilíbrio redox. Os 

embriões/larvas de zebrafish foram expostas a diferentes concentrações do herbicida Sencor 

480 - Bayer - (0,0001 mg L-1, 0,001 mg L-1, 0,01 mg L-1) e ao controle negativo (água 

recontituída) por 144 horas. A seguir, foram destinados à avaliação da atividade das enzimas 

Superóxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa-S-transferase (GST). Os dados 

paramétricos foram submetidos a ANOVA - ONE WAY seguido de teste Tukey. Os resultados 

mostraram uma redução na atividade das enzimas CAT e SOD, indicando aumento de 

espécies reativas e diminuição da capacidade antioxidante. Os níveis da enzima GST estavam 

reduzidas em todas as concentrações testadas, indicando sobrecarga de espécies reativas, 

dificultando sua desintoxicação. Estes dados indicam que a exposição ao herbicida à base de 

Metribuzin induz um quadro de desequilíbrio redox e promove estresse oxidativo, 

corroborando estudos prévios em peixes e outros modelos animais, chamando atenção para os 

riscos a saúde animal associados ao uso indiscriminado deste agrotóxico. 

 
Palavras-chave: Ecotoxicologia; agrotóxico; peixes; biomarcadores; estresse oxidativo. 



ABSTRACT 
 

 
 

Metribuzin is a herbicide that belongs to the chemical group of asymmetric triazinones, 

widely used to control weeds in some crops. Due to its indiscriminate use and leaching, it has 

been found in groundwater, wastewater and shows persistence in the soil. The accumulation 

of free radicals due to exposure to contaminants can lead to oxidative stress, suppressing the 

action of antioxidant enzymes and altering the cellular processes of organisms, causing 

damage to DNA and biomembranes, physiological changes, teratogenic effects and even 

cancer. In this study, the potential effects of exposure to a metribuzin-based herbicide during 

early development of zebrafish (Danio rerio) on redox imbalance were evaluated. Zebrafish 

embryos/larvae were exposed to different concentrations of the herbicide Sencor 480 - Bayer - 

(0.0001 mg L-1, 0.001 mg L-1, 0.01 mg L-1) and negative control (reconstituted water) for 

144 hours. Next, they were destined to evaluate the activity of the enzymes Superoxide 

Dismutase (SOD), Catalase (CAT) and Glutathione-S transferase (GST). Parametric data were 

submitted to ANOVA - ONE WAY followed by Tukey test. The results showed a reduction in 

the activity of CAT and SOD enzymes, indicating an increase in reactive species and a 

decrease in antioxidant capacity. The levels of the GST enzyme were reduced in all tested 

concentrations, indicating an overload of reactive species, making its detoxification difficult. 

These data indicate that exposure to the herbicide based on Metribuzin induces a redox 

imbalance and promotes oxidative stress, corroborating previous studies in fish and other 

animal models, calling attention to the risks to animal health associated with the 

indiscriminate use of this pesticide. 

 
 

Keywords:     Ecotoxicology;      pesticide;      fish;      biomarkers;      oxidative      stress. 
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1 INTRODUÇÃO 

 
 

A atividade agrícola é exercida desde a mais tenra idade da humanidade que passou 

por muitas mudanças e avanços a fim de melhorar e aumentar cada vez mais a produtividade 

(BURIGO, 2016). Os agrotóxicos são produtos químicos que possuem o objetivo de manter e 

aumentar a produtividade agrícola controlando doenças e pragas nas plantações 

(CARVALHO, 2013; SEMREN, ZUNEC, PIZENT, 2018). 

O Brasil apresenta alta atividade agrícola e possui grandes áreas plantadas, 

principalmente nas culturas de cana-de-açúcar, soja, tomate, dentre outros (BRASIL, 2018; 

ALVES et al, 2021). Em 2020 foi o segundo país com o maior uso de agrotóxicos do mundo, 

refletindo os elevados dados quanto à comercialização destes compostos no país (IBAMA, 

2020). 

Dentre os agrotóxicos, os herbicidas são substâncias químicas que podem eliminar 

plantas daninhas, as quais impedem o correto desenvolvimento das plantas cultivadas e 

trazem danos à produtividade agrícola e são bastante utilizados no país (MOURA et al., 2017; 

ROMAN et al., 2005). 

Porém os herbicidas são considerados contaminantes emergentes e, por meio de suas 

rotas de exposição, podem contaminar águas superficiais e subterrâneas, alimentos e 

ambientes aquáticos, afetando a saúde dos organismos, estando associados a doenças crônicas 

e degenerativas (SEMREN, ZUNEC, PIZENT, 2018). 

O Metribuzin é um herbicida usado no Brasil e no mundo, com nome químico 4- 

amino-6-terc-butil-4,5-di-hidro-3-metiltio-1,2,4-triazin-5-ona. Pertence ao grupo químico das 

triazinonas assimétricas (CARVALHO, 2013; ZHANG et al, 2014; VELISEK et al, 2009). 

São inibidores do fotossistema II (FSII), usado no tratamento de pré e pós-emergência de 

gramíneas e plantas daninhas de folhas largas e estreitas, possui alta solubilidade em água e 

pode ter grande persistência no solo (VELISEK et al., 2009; CARVALHO, 2013). 

O acúmulo de radicais livres causado por exposição a contaminantes, pode dar origem 

ao estresse oxidativo. Esse fenômeno acaba suprimindo os mecanismos de ação das enzimas 

antioxidantes, que seriam responsáveis por eliminar danos causados por esses radicais, 

havendo assim um desequilíbrio e alterando os processos celulares nos organismos, como 

danos ao DNA, mudanças funcionais, desenvolvimento de doenças degenerativas e efeitos 

teratogênicos (ATES et al., 2018; LARAGY et al., 2017). 
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Alguns biomarcadores têm sido utilizados para investigar os possíveis danos que 

poluentes ambientais causam aos organismos. As enzimas antioxidantes como a Superóxido 

Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa S-transferase (GST) atuam para neutralizar os 

danos originados pelo estresse oxidativo e são importantes biomarcadores capazes de avaliar 

esses impactos (LARAGY et al., 2017). 

Alguns estudos desenvolvidos em peixes, roedores, algas e plantas vasculares, 

apontaram que a exposição ao Metribuzin promove efeitos toxicológicos, induz estresse 

oxidativo e altera o equilíbrio dos processos enzimáticos devido ao aumento das espécies 

reativas de oxigênio (ROS), gerado por estes poluentes (PLHALOVA et al., 2012; HUSAK 

et al.,2016; HOSTOVSKY et al.,2012; BOMANN et al., 2021). 

O ambiente aquático tem sido o destino final de diferentes tipos de contaminantes, 

como agrotóxicos, produtos farmacêuticos, resíduos domésticos e industriais, dentre outros 

(TESOLIN et al., 2014; ZHU et al., 2015). Consequentemente, os peixes presentes nos 

ambientes aquáticos contaminados podem ser expostos a esses xenobióticos via pele, ingestão 

e respiração branquial, o que pode causar consequências alterações morfofisiológicas 

subletais e até mesmo letais ( KOEHLER et al., 2004). 

O organismo modelo escolhido para este estudo foi o zebrafish (Danio rerio), uma vez 

que apresenta diversas vantagens, como pequenas proporções, possibilitando o fácil manejo, 

alta taxa de reprodução, embriões transparentes, curto ciclo de desenvolvimento e genoma 

com 70% de similaridade com o dos seres humanos (PORTO et al., 2023). 

Permite a avaliação do desenvolvimento embrionário, de efeitos teratogênicos, 

alterações comportamentais, cardiovasculares e na resposta imune, dentre outras (ALVES et 

al, 2022; DAMMSKI et al, 2011; XU et al., 2020). O zebrafish é um animal modelo 

amplamente utilizado em estudos de toxicidade e ecotoxicidade (TESOLIN et al., 2014; 

VALADAS et al., 2019; ZHU et al., 2015). 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 
 

 Os agrotóxicos e seus uso no Brasil 

 
O termo agrotóxicos é uma nomenclatura adotada no Brasil, mas também apresentam 

outras designações como defensivos agrícolas, agroquímicos, pesticidas, dentre outros. São 

produtos químicos utilizados para o controle de doenças e plantas daninhas, a fim de se 

manter a produtividade nas lavouras agrícolas (CARVALHO, 2013; SEMREN, ZUNEC, 

PIZENT, 2018). São definidos e conceituados pelo decreto nº 4.074, de 4 de janeiro de 2002 

que regulamenta a Lei nº 7.802, de 11 de julho de 1989 como: 

Produtos e agentes de processos físicos, químicos ou biológicos, que são destinados 

para uso nos setores de produção, no armazenamento e beneficiamento de produtos 

agrícolas, nas pastagens, na proteção de florestas, nativas ou implantadas, e de 

outros ecossistemas e também de ambientes urbanos, hídricos e industriais, cuja 

finalidade seja alterar a composição da flora ou da fauna, a fim de preservá-las da 

ação danosa de seres vivos considerados nocivos (BRASIL, 2002). 

 

 
A Lei nº 7.802 também considera estes produtos com potencial perigoso à saúde 

humana e ao meio ambiente, enfatizando a necessidade de uma legislação específica que 

discipline a produção, o transporte, o armazenamento, a comercialização e o uso de 

agrotóxicos, bem como a destinação final dos resíduos e das embalagens destes produtos 

(BRASIL, 2002). 

Dessa forma, os agrotóxicos passam por avaliação de três órgãos, sendo estes o 

Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) para avaliar a eficácia do uso 

na agricultura, do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis 

(IBAMA) para avaliação ambiental, analisando o potencial poluidor; e também pela a 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) para avaliação toxicológica, a qual 

prescreve condições para um uso seguro (BRASIL, 2002). 

A atividade agrícola é praticada pela humanidade desde os seus primórdios, porém o 

uso intensivo de agrotóxicos se deu a partir da segunda guerra mundial, período em que o 

processo tradicional de produção agrícola passou por mudanças com o avanço de novas 

tecnologias, com o objetivo de aumentar a produtividade (BURIGO, 2016). 

O Brasil tem entre suas características a grande produção agrícola e consequente uso 

de agrotóxicos, com destaque para as culturas do milho (Zea mays L.) e da soja (Glycine max 



17 
 

 

 

L.), bem como as culturas de cana-de-açúcar (Saccharum officinarum L.) com produção para 

açúcar e etanol. Em relação a produção de cana-de-açúcar, o Brasil é um dos maiores 

produtores no âmbito mundial, sendo o estado de São Paulo o maior produtor do país 

(BRASIL, 2018; ALVES et al., 2021). 

Segundo dados da Organização das Nações Unidas para Alimentação e Agricultura 

(FAO), em um ranking com 10 países, dos anos de 2009 a 2020, (Figura 1) o Brasil ocupa o 

segundo lugar em relação ao uso de agrotóxicos no mundo, perdendo a primeira colocação 

para os Estados Unidos da América (EUA). No ano de 2020 alcançou a utilização agrícola de 

377, 176 toneladas (ton) de agrotóxicos. 

 

 

 
 

 

 

 
Figura 1 - Uso total de agrotóxicos (toneladas) dos dez principais países, do ano de 2009-2020. Fonte: 

FAOSTAT/FAO (2020). Adaptado pelo autor. 

 
O Brasil apresenta significativa relação ao uso de agrotóxicos por hectare, pois possui 

grandes áreas plantadas. Além disso, o país tem clima tropical, o que o torna mais propício à 

proliferação de pragas. Porém, apesar de haver algun métodos a fim de evitar o uso excessivo 

de agrotóxicos, como por exemplo, controle biológico e outras inovações tecnológicas, muitos 

produtores não os adotam por falta de conhecimento ou mesmo receio das novas práticas, o 

que perpetua no país as altas taxas de maior aplicação de agrotóxicos por hectare (BRASIL, 

2018). Com relação à comercialização no Brasil, segundo dados do IBAMA, a região 

Nordeste é a quarta com maior total de vendas de agrotóxicos e afins (em toneladas de 

ingredientes ativos) (Figura 2). 
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Figura 2 - Total das vendas de agrotóxicos e afins (em toneladas de ingredientes ativos) nas regiões brasileiras, 

do ano de 2020.Fonte: IBAMA (Decreto nº4.074/02) (2020), dados atualizados em 2021. Adaptado pelo autor. 

 
De acordo com os dados do IBAMA (2020), também é possível observar a 

comercialização destes agrotóxicos e afins (em toneladas de ingredientes ativos), nos estados 

da região nordeste, como mostra a Figura 3. 

 

 
Figura 3 - Total das vendas de agrotóxicos e afins (em toneladas de ingredientes ativos) nos estados brasileiros 

da região nordeste, do ano de 2020. Fonte: IBAMA (Decreto nº4.074/02) (2020), dados atualizados em 2021. 

Adaptado pelo autor. 

Dentre os agrotóxicos temos a classe dos herbicidas, que podem ser agentes 

biológicos, como microorganismos (por exemplo, os fungos) ou substâncias químicas, as 

quais devem ser capazes de causar a morte ou invalidar o crescimento de determinadas 
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espécies de plantas daninhas (ROMAN et al., 2005). Com o aumento da produção agrícola, os 

herbicidas passaram a ser abundantemente utilizados com função no controle de plantas 

daninhas que competem com as culturas por água, nutrientes e luz, impedindo o 

desenvolvimento da cultura (MOURA et al., 2017). 

Um levantamento produzido pela FAO (2019), observou a predominância de três 

grupos de agrotóxicos mais consumidos no Brasil (Figura 4),os herbicidas, pesticidas e os 

fungicidas. 

 

 

 

 

Figura 4 - Consumo (em ton) de inseticidas, herbicidas, fungicidas e bactericidas, do ano de 2019 na agricultura 

Brasileira. Fonte: FAOSTAT/FAO (2019). Adaptado pelo autor. 

 

 

Outro levantamento realizado pelo IBAMA (2020) também observou a predominância 

da classe herbicida quanto a comercialização e exportação, pelos estados do Brasil (Figura. 5). 
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Figura 5 - Vendas totais (ton) por classe de uso dos agrotóxicos, do ano de 2020, no Brasil. Fonte: IBAMA 

(Decreto nº4.074/02) (2020), dados atualizados em 2021. Elaborado pela Divisão de Gerenciamento de 

Substâncias (DIGES), Coordenação de Controle Ambiental de Substâncias e Produtos Perigosos (CCONPES), 

Coordenação Geral de Avaliação (CGASQ) e Controle de Substâncias Químicas (DIQUA). 

 

 

Na base de dados do IBAMA (2020), para o estado de Alagoas (Figura 3), dos 

1.759,82 ton em vendas por ingrediente ativo, a maior quantidade pertence à classe dos 

herbicidas com 1.660,92 ton. 

Os herbicidas são considerados contaminantes emergentes, pois as rotas de exposição 

indireta a estes compostos e seus produtos de degradação podem ser por meio da água, ar e 

alimentos, o que pode contaminar os ecossistemas aquáticos bem como afetar a saúde animal 

e humana. Estudos epidemiológicos em humanos têm sugerido que a exposição a herbicidas 

podem estar associados a doenças crônicas, déficits neurológicos e distúrbios reprodutivos 

(SEMREN, ZUNEC, PIZENT, 2018). 

 

 
 Metribuzin 

 
 

Um dos herbicidas utilizados no Brasil é o metribuzin, cujo nome químico é 4-amino- 

6-terc-butil-4,5-di-hidro-3-metiltio-1,2,4-triazin-5-ona, o qual foi desenvolvido em 1971 

pela empresa Bayer na Alemanha. É um herbicida de base fraca, do grupo químico das 

triazinonas ou triazinas assimétricas, que possui dois átomos de nitrogênio e dois átomos de 

carbono adjacentes (Figura 6) (CARVALHO, 2013; ZHANG et al., 2014; VELISEK et al., 

2009). 
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Figura 6 - Fórmula estrutural do Metribuzin. Fonte: ANVISA “gov.br/anvisa” 

 

É amplamente utilizado para o tratamento de pré e pós-emergência de gramíneas e 

plantas daninhas de folhas largas (dicotiledôneas), causando exclusivamente sua morte, mas é 

seletivo para folhas estreitas (monocotiledôneas), sendo utilizado em culturas de soja, batata, 

trigo, tomate, cana-de-açúcar, dentre outros (VELISEK et al., 2009; CARVALHO, 2013). No 

Brasil, é comumente empregado no cultivo de soja e tomateiros, para o cultivo de tomate de 

rasteiro para fins industriais (GONÇALVES et al., 2018; CORREIA et al., 2018). Na Tabela 

1 podem ser observadas a lista completa de culturas em que o metribuzin pode ser aplicado, 

bem como informações de aplicação. 

 
Tabela 1 - Uso agrícola autorizado para o Metribuzin. Fonte: ANVISA “gov.br/anvisa” 

 

 
Culturas 

 
Modalidade de emprego 

(aplicação) 

 
LMR 

(mg/kg) 

 
Intervalo de 

segurança 

 
Aspargo 

 
Pré-emergência 

 
0,1 

 
7 dias 

 
Batata 

 
Pré/pós-emergência 

 
0,1 

 
60 dias 

 
Café 

 
Pré/pós-emergência 

 
0,1 

 
60 dias 

 
Cana-de- 

açúcar 

 
Pré/pós-emergência 

 
0,1 

 
120 dias 

 
Mandioca 

 
Pré-emergência 

 
0,1 

 
(1) 

 
Soja 

 
Pré-emergência 

 
0,1 

 
(1) 

 
Tomate 

 
Pré/pós-emergência 

 
0,1 

 
60 dias 
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Trigo 

 
Pré-emergência 

 
0,1 

 
90 dias 

 

LMR - Limite máximo de resíduo (quantidade de agrotóxico, em miligrama, que pode estar presente em 

um quilo de alimento após uso do agrotóxico, sem que haja prejuízo à saúde humana). 

 

1. Intervalo de segurança não determinado devido a modalidade de emprego 

 
 
 

Dados do IBAMA (2020) sobre a comercialização de agrotóxicos e afins no Brasil, 

apontaram para a venda total de 13.985,70 ton do ingrediente ativo metribuzin. O Metribuzin 

é um ingrediente ativo de vários herbicidas cujos nomes comerciais são Sencor, Lexone SC , 

Artist, Sencorex e Shotput. 

O Metribuzin é registrado pelo MAPA sob nº 04114, com uma classificação 

toxicológica III – medianamente tóxica e classificação do potencial de periculosidade 

ambiental II– produto muito perigoso ao meio ambiente (MAPA, 2022). A dose do produto a 

ser aplicada depende do tipo cultura plantada (MAPA - ANVISA/IBAMA, 2022). Mas para 

as culturas seletivas do metribuzin, as dosagens sugeridas variam entre 0,144 e 1,92 L ha-1 do 

ingrediente ativo (LORENZI, 2006). 

O Metribuzin é absorvido principalmente pelo sistema radicular, mas também pelo 

foliar com translocação pelo xilema. Apresenta uma alta solubilidade em água e as reações 

fotoquímicas com dissociação da água ocorrem de forma rápida, apresentando meia vida de 

cerca de sete dias em meio aquático natural. Já no solo, pode permanecer por trinta dias a 

depender do teor de matéria orgânica presente (VELISEK, 2009; RODRIGUES & 

ALMEIDA, 2011; PLHALOVA et al., 2012). 

Herbicidas que possuem uma maior persistência no solo podem causar intoxicação de 

outras culturas mais sensíveis (MANCUSO et al, 2011), que venham a ser semeadas 

posteriormente, ocasionando uma redução no crescimento destas (ROBINSON et al, 2008). 

Um estudo realizado por Walperes et al. (2015), realizou o cultivo no solo de alho 

(Allium sativum), cebola (Allium cepa) e feijão (Phaseolus), expostos a concentrações de 

metribuzin (0; 6; 12; 24; 48; 96; 144; 192; 240 e 480) partes por bilhão (ppb) por 7, 

14, 21 e 28 dias após a emergência (DAE), evidenciando que as plantas de alho, 

cebola e feijão são sensíveis ao efeito do Metribuzin. Sendo assim, os resíduos de 

metribuzin no solo tem potencial para trazer complicações ao plantio sucessivo destas 

culturas. 



23 
 

 

 

Segundo Velisek et al. (2009), o aumento no uso deste herbicida tem contribuído para 

boas safras, porém pode ocorrer escoamento e contaminação de águas superficiais, devido sua 

solubilidade em água, gerando preocupação com relação à contaminação da água doce e os 

efeitos a longo prazo nos organismos do ambiente aquático. 

Dores et al. (2006) realizaram um estudo na região de Primavera do leste, Mato 

Grosso, Brasil. Avaliaram a presença de herbicidas nas águas subterrâneas que são geralmente 

utilizadas para consumo humano e constataram que o metribuzin foi o herbicida mais 

detectado (com concentração de 0,351 µg L -1), e apresentou maior mobilidade segundo o 

índice de GUS - índice de lixiviação de pesticidas proposto por Gustafson (1989). 

As propriedades de adsorção e mobilidade do metribuzin, depende do teor de matéria 

orgânica presente no solo e do pH, havendo uma mobilidade reduzida pelo aumento desse 

teor, bem como se torna muito móvel com pH alto (ROMAN et al., 2005). Outras 

propriedades podem ser observadas, na tabela 2, de acordo com o perfil ambiental, com 

fundamento legal para avaliação ambiental pelo IBAMA. 

 

 
Tabela 2 - Características químicas e físicas do Metribuzin. Fonte: IBAMA, Decreto nº 4.074/02 de 04/01/2002. 

 

 
Massa 

molar 

 
Aspecto, 

cor 

 
Fórmula 

molecular 

 
Solubilidade 

(água) 

 
ph 

 
Ponto 

 

de 
fusão 

 
Densidade 

 
214.29 

g/mol 

 
Sólido 

branco 

amarelado 

 
C8H14N4OS 

 
1,2 g/L (20° C) 

 
7,7-7,9 

(solução 

5%) 

 
119ºC 

 
456 g/L 

(solta) 

614 g/l 

(compacta) 

 
 

 

 

Com relação ao mecanismo de ação do metribuzin, eles são inibidores do FSII (P680) 

(não-enzimáticos). Esse mecanismo de inibição é largamente utilizado na agricultura, sendo 

proveniente do bloqueio no transporte de elétrons por intermédio da inativação de 

carregadores desse transporte (ROMAN et al., 2005). A primeira etapa fotoquímica 
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corresponde ao FSII (P680), quando há absorção da energia luminosa pela clorofila, ela chega 

ao seu centro de reação e irá excitar um elétron, este irá ser recebido pela feofitina, elemento 

da cadeia de transportadores de elétrons, deixando o centro de reação reduzido por sua perda 

(ROMAN et al., 2005). A molécula da água mantém o fluxo, pois ela se divide em íons H+ e 

oxigênio produzindo elétron e suprindo o que foi perdido (ROMAN et al., 2005). 

O elétron então passa por várias moléculas transportadoras até chegar ao NADP+, que 

será reduzido a NADPH. Então os elétrons chegam a um carreador capaz de se movimentar 

(Figura 7), chamado plastoquinona A (PQa) que se liga a uma proteína (D1), interrompendo a 

produção de Adenosina trifosfato (ATP) e NADPH2, e fixação de CO2, na segunda etapa 

bioquímica FSI (P700) (ROMAN et al., 2005; MARCHI, MARCHI, GUIMARÃES, 2008). 

 

 
Figura 7 - Etapas fotoquímica e bioquímica da fotossíntese e seu fluxo de elétrons. Fonte: (Carvalho., 2013). 

 

 
Porém, o herbicida também possui a capacidade de se ligar a D1 onde acopla a PQb, 

competindo com ela, a deixando parcialmente reduzida. PQb então não consegue ser 

protonada pela interrupção de fluxo dos elétrons com a PQa, e assim a PQBH2 não consegue 

realizar transferência de elétrons para o citocromo (CARVALHO, 2013; MARCHI, 

MARCHI, GUIMARÃES, 2008). 

As plantas não morrem pela ausência de alimento, embora a fotossíntese tenha sido 

interrompida, mas sim pela carga energética elevada, pois a planta continua a captação de 

energia luminosa e há formação de radicais livres. A clorofila se torna muito reativa sendo 

chamada de clorofila tripleto. Ela irá reagir com o oxigênio molecular e ROS serão 

produzidas (MARCHI, MARCHI, GUIMARÃES, 2008). 
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Essas moléculas irão reagir com lipídios nas membranas celulares, causando 

peroxidação lipídica (LPO), dando origem a mais radicais livres e potencializando os danos 

nas membranas celulares, causando clorose e necrose (CARVALHO, 2013; MARCHI, 

MARCHI, GUIMARÃES, 2008). Em condiçõe normais, os carotenóides, defesas naturais da 

planta, tem ação contra o estresse oxidativo, entretanto quando exposto ao metribuzin, sua 

ação protetora não é suficiente para impedir a LPO (RODRIGUES & ALMEIDA, 2011; 

ROMAN et al., 2005). 

Alguns estudos têm demonstrado os efeitos toxicológicos que a exposição ao 

metribuzin pode ocasionar em organismos não alvo. Em estudo realizado por Plhalova et al.  

(2012) com juvenis do peixe zebrafish expostos a diferentes concentrações de metribuzin (1,5, 

5, 16, 33 e 53 mg L-1) por 28 dias, foi constatada maior taxa de mortalidade na maior 

concentração (53 mg L-1). 

Foi demonstrado por Husak et al. (2016), que após exposição de 96 horas do peixe 

dourado (Carrasius auratus L.) ao metribuzin (Sencor), observou-se, na concentração mais 

baixa (7,14 mg L-1), aumento nos níveis de proteínas carboniladas nas brânquias, bem como 

aumento na atividade das enzimas antioxidantes Glutationa Peroxidase (GPx) e GST. Já a 

exposição a 71,4 mg L-1 resultou em níveis mais baixos de proteínas carboniladas e aumento 

na atividade da SOD, bem como da GPx e GST. 

No estudo conduzido por Hostovsky et al. (2012), embriões de carpa comum 

(Cyprinus carpio L.) foram expostos ao metribuzin (0,9, 4, 14 e 32 mg L-1), por 30 dias. Foi 

verificado que a atividade da GST estava aumentada, sobretudo na maior concentração, bem 

como a atividade da Glutationa Redutase (GR) nas concentrações de 0,9, 4 e 14 mg L-1 e os 

níveis de LPO foram mais altos na concentração de 0,9 mg L-1. 

Os estudos de Velisek et al. (2008) relataram alterações histopatológicas nos rins e 

brânquias de trutas arco-íris (Oncorhynchus mykiss) na concentração de 62,51 mg L-1 de 

metribuzin Sencor 70 WG por 96 horas. Nos estudos de Velisek et al. (2008, 2009) foram 

observadas perda de coordenação motora e dos movimentos, respiração acelerada, bem como 

curtos estágios de excitação (convulsões, nado em círculos). 

Na literatura também existem estudos que avaliaram a toxicidade do metribuzin em 

modelos de mamíferos. Bomann et al. (2021) realizaram estudos para avaliar a toxicidade 

crônica e um potencial oncogênico do metribuzin, em ratos Fischer 344 machos e fêmeas. O 

herbicida foi utilizado na dieta em concentrações de 30, 300 e 900 partes por milhão (ppm), 
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com exposição durante    dois anos. Foram observadas redução de peso corporal, alterações 

na enzima hepática uridina 5' -difosfo-glucuronosiltransferase (UDPGT ou UGT), que pode 

ser a responsável por uma redução e aumento do nível de tiroxina (T4), bem como por 

alterações histopatológicas encontradas. Também ocorreu redução, de forma dose 

dependente, das enzimas fosfatase alcalina (AP), alanina-aminotransferase (ALT) e aspartato 

aminotransferase (AST), bem como um aumento dos níveis de colesterol no grupo exposto a 

maior dose. 

Já no trabalho de Porter et al. (1993), fêmeas de ratos Sprague-Dawley foram expostos 

a 10.000 ppb de metribuzin puro por 6 semanas apresentaram hipertireoidismo. Já os machos, 

quando expostos a mesma concentração por 16 semanas, apresentaram altos níveis de tiroxina 

(T4), bem como os níveis de somatotropina se apresentaram alterados a partir da 13a semana 

(PORTER et al., 1993). Estes dados evidenciam uma potencial toxicidade do metribuzin nos 

sistemas nervoso, endócrino e imune, os quais são importantes para a reprodução, crescimento 

e desenvolvimento dos vertebrados. Para além disso, foi verificado que a exposição ao 

metribuzin causa alterações no metabolismo de carboidratos, proteínas e glicoproteínas no 

fígado de porquinhos-da-índia expostos ao metribuzin por gavagem seis vezes por semana, 

durante 30 e 90 dias (TOMASZEWSKI et al., 1985). 

Em estudo desenvolvido por Delancey et al. (2009) com trabalhadores dos estados de 

Iowa e Carolina do Norte (EUA) que aplicam o herbicida metribuzin nas plantações, 

constatou-se uma potencial associação entre a exposição ocupacional ao metribuzin e certos 

tipos de câncer linfohematopoiéticos. 

 

 
Estresse oxidativo 

 
O estresse oxidativo acontece quando o equilíbrio interno do organismo é alterado por 

meio de alguns fatores como nutricionais (por exemplo, a dieta), físicos (por exemplo, o 

sedentarismo ou atividade em excesso), metabolização de xenobióticos como agrotóxicos, 

metais, medicamentos farmacológicos dentre outros (CONSTANTINI., 2010; LIMÓN- 

PACHECO & GONSEBATT, 2009). 

Na célula acontece uma movimentação dos elétrons entre os átomos, uma oxidação e 

redução, ou seja, uma perda e ganho de elétrons desemparelhados na sua última camada de 

valência, os quais são muito instáveis e reativos (GUTTERIDGE & HALLIWELL, 2007). 
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Isso resultará na produção de radicais livres, que poderão ser combatidos pelos mecanismos 

de defesa antioxidante, os tornando estáveis, ou ainda interagirem de forma inespecífica com 

outras biomoléculas presentes nas células e resultar em estresse oxidativo (GUTTERIDGE & 

HALLIWELL, 2007). 

Neste processo são geradas ROS que tem origem do radical superóxido e espécies 

reativas de nitrogênio (RNS) como, por exemplo, o óxido nítrico. É um processo natural nos 

organismos aeróbicos e a produção de ROS ocorre de forma semelhante em organismos 

aquáticos e mamíferos (MASSARSKY, KOSAL, GIULIO,2016). 

Existem alguns mecanismos responsáveis pela produção das ROS nos organismos. Na 

maioria das vezes eles serão produtos secundários do metabolismo do oxigênio, sendo as 

mitocôndrias a fonte principal de ROS celulares, no processo de respiração celular 

(CONSTANTINI., 2010; MASSARSKY, KOSAL, GIULIO., 2016). Dessa forma, em 

organismos aeróbicos, mais de 90% do oxigênio que é consumido é diminuído a água por 

intermédio de quatro elétrons através da enzima Citocromo c oxidase na cadeia transportadora 

de elétrons mitocondrial (Figura 8), com o objetivo na produção de energia em forma de ATP 

(OTT et al., 2007; SKULACHEV, 2012). 

 

 

 

Figura 8 - Metabolismo do oxigênio nos organismos e as enzimas antioxidantes de primeira e segunda linha. O 
esquema mostra, na parte superior, redução de oxigênio de quatro elétrons com formação de água. Mais abaixo 

mostra sucessivas reduções de um elétron, formando espécies reativas de oxigênio, sendo estes radical 

superóxido (O2•-), peróxido de hidrogênio (H2O2) e radical hidroxila (OH•). A transformação de (O2 •-) e (H2O2) 
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é acelerada pela primeira enzima antioxidante SOD que catalisa sua dismutação para produção de oxigênio 
molecular e (H2O2), já a CAT converte este em oxigênio molecular e água. A glutationa peroxidase (GPx) reduz 

(H2O2) a água. Restauração da glutationa oxidada (GSSG) à sua forma reduzida (GSH) é catalisada pela 

glutationa redutase (GR) com uso de NADPH fornecido pela reação da desidrogenase (G6PDH). Fonte: 

Lushchak (2015, p.03) 

 

Entretanto, menos de 10% do oxigênio consumido é reduzido por meio de um elétron 

que irá converter o oxigênio molecular a radical superóxido (O2ˉ
•) (com potencial para 

adentrar nas membranas biológicas e inutilizar determinadas enzimas), podendo ser mais 

reduzido e formar peróxido de hidrogênio (H2O2) (não possuem propriedade de radical, pois 

não tem elétrons desemparelhados, mas é altamente reativo), hidroxila (HO•) e água (Figura 

8) (CONSTANTINI., 2010; MASSARSKY, KOSAL, GIULIO., 2016). 

Neste processo há também participação dos íons Ferro e cobre (Fe2+ e Cu+), estes são 

altamente ativos em reações de oxidação e redução, possuindo dessa forma grande capacidade 

catalisadora nas reações de produção dos radicais livres por meio da reação de Fenton, onde 

há produção do radical HO• pela reação do Fe2+ ou Cu+ com o H2O2, bem como tambem pela 

reação de Haber-Weiss onde os referidos íons catalisam a reação entre H2O2 e O2ˉ
• para gerar 

o radical HO• (BARBOSA et al., 2010; BARBOSA et al., 2014). 

A segunda fonte de geração de ROS nas células é no retículo endoplasmático, sendo 

algumas quantidades também produzidas no citosol e peroxissomos por diferentes oxidases 

(YELDANDI, RAO, REDDY., 2000; BARTOSZ, 2009). Há contínua formação de ROS e 

eliminação, ocorrendo, portanto um equilíbrio nas concentrações, porém quando acontece 

esse equilíbrio é perturbado, ocorrendo o chamado estresse oxidativo (YELDANDI, RAO, 

REDDY., 2000; BARTOSZ, 2009), já descrito anteriormente. Caso o aumento de ROS não 

seja contido, ocasionará danos celulares, levando a oxidação química de biomoléculas, com 

modificações em suas estruturas que pode resultar em perda de sua função e a longo prazo 

promover o envelhecimento celular, algumas doenças cardiovasculares, distúrbios 

neurodegenerativos e até mesmo câncer (CONSTANTINI., 2010; LIMÓN-PACHECO & 

GONSEBATT., 2009). 

Porém é preciso salientar também que as moléculas de espécies reativas são 

importantes para a sinalização intracelular e regulação do metabolismo celular, visto que os 

organismos necessitam destes processos para que haja comunicação celular e coordenação dos 

mecanismos fisiológicos, bem como na modulação da expressão gênica (DRÖGE, 2002; 

LANDAR et al., 2005). As ROS também possuem papel na fagocitação de neutrófilos e 

macrófagos (SLAINOVA et al., 2009). 
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2.3.1 Sistemas antioxidantes enzimáticos 

 
 

Existem defesas naturais contra os danos causados pelas espécies reativas, porém 

quando o equilíbrio de produção e eliminação de ROS não é suficiente, ou seja, quando as 

defesas não conseguem mitigar o dano celular ocasionado, ocorre o estresse oxidativo. 

Portanto, o sistema de defesa antioxidante tem como principal objetivo controlar ou 

neutralizar a ação da produção excessiva de ROS (COSTANTINI & VERHULST, 2009; 

LIMÓN-PACHECO & GONSEBATT, 2009). 

Os antioxidantes são uma família de compostos que podem ter origem endógena e 

exógena. Existem os antioxidantes de baixa massa molecular como os dietéticos (vitamina C, 

vitamina E, carotenóides, etc) que neutralizam as espécies reativas. (CATONI, PETERS, 

SCHAEFER., 2008; COHEN et al., 2008; COSTANTINI, 2010). Quando, por exemplo, 

há exposição do organismo a xenobióticos, mecanismos de desintoxicação entram em ação 

para tentar neutralizar os efeitos nocivos que ameaçam o bom funcionamento do organismo 

por meio de atividades enzimáticas de alta massa molecular como SOD, CAT e GST (SOLÉ 

et al., 2010; LIMÓN-PACHECO & GONSEBATT., 2009; VALAVANIDIS et al., 2006). 

Durante a exposição à xenobióticos, geralmente há duas fases de metabolização e 

excreção destes. A primeira fase é basicamente catalisada pelas enzimas do compleoxo 

citocromo P450 e está relacionada com a oxidação, redução e hidrólise dos poluentes, na 

qual estão envolvidas CAT, SOD e GPx. (KROON, STRETEN, HARRIES, 2017). Na 

biotransformação da segunda fase estão envolvidas as glutationas como a enzima GST, 

catalisando a conjugação de xenobióticos, GR e a glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) 

(Figura 8). Estes processos facilitam a eliminação dos xenobióticos tornando-os mais 

hidrofílicos (KROON, STRETEN, HARRIES, 2017). 

As enzimas antioxidantes da família SOD são proteínas que contêm metais. Como 

detalhado na Figura 8, catalisam a dismutação do radical superóxido, em H2O2 e água 

(LIMÓN-PACHECO & GONSEBATT., 2008). Existem três cofatores metálicos presentes nas 

células eucarióticas, a Superóxido Dismutase de manganês (MnSOD) que ocorre 

principalmente na mitocôndria, ao passo que a Superóxido Dismutase cobre/zinco 

(Cu/ZnSOD) e ferro (Fe-SOD) ocorrem no citoplasma e espaço intermembranas da 

mitocôndria (MARGIS et al., 2008; BARBOSA et al., 2010). 
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As enzimas antioxidantes CAT são de suma importância para a defesa celular, uma vez 

que ela exerce a decomposição do H2O2, em água e oxigênio (Figura 8) (VASYLKIV et al., 

2011). A CAT é encontrada em muitos tecidos com variação nos níveis de sua atividade frente 

a contaminantes, sejam metálicos ou orgânicos, que a depender da espécie, níveis e 

concentração de exposição, podem ter sua atividade inibida ou não (ATLI et al., 2006). 

A enzima GST faz parte de uma família de proteínas envolvida no processo de 

biotransformação celular. GST catalisa a conjugação da Glutationa Reduzida (GSH) a 

compostos endógenos ou exógenos, como radicais hidroxila, peróxidos de lipídios de 

membrana, aumentando sua solubilização e facilitando a excreção. Desta forma, possui um 

papel importante na desintoxicação de xenobióticos (CARLETTI et al., 2007; HUBER, 

ALMEIDA, FÁTIMA, 2008). Esta defesa antioxidante faz parte de um sistema de ação 

combinada com outras enzimas e também com transportadores que eliminarão os conjugados 

de GSH (CATANEO et al., 2003). 

A LPO, uma reação induzida pelo excesso de ROS, causa a incorporação de um 

oxigênio molecular nos ácidos graxos dos fosfolipídios, causando a destruição das membranas 

celulares, alteração nos mecanismos de transporte através da membrana e até mesma pode 

resultar em morte celular. A LPO é um dos principais biomarcadores os para se avaliar o 

estresse oxidativo nas células e tecidos, por meio do MDA, que é produto final da LPO 

(WANG et al., 2015; VALKO, MORRIS, CRONIN, 2007). 

As atividades das enzimas antioxidantes são usadas como biomarcadores de estresse 

oxidativo no organismo, pois fornecem evidências de efeitos nocivos de xenobióticos como 

resultado do desbalanço redox (VALAVANIDIS et al., 2006; TIMME-LARAGY et al., 

2017). O aumento ou redução dos níveis e atividade das enzimas antioxidantes pode depender 

do tempo de exposição, intensidade e concentração dos estressores nos organismos 

aquáticos, como os peixes (ORUÇ & USTA, 2007). Para além disso, Massarsky, Kosal, 

Giulio. (2016) ressaltam que as semelhanças entre as defesas antioxidantes em peixes e 

mamíferos exprimem a relevância no uso de modelos de peixes, a fim de se avaliar o estresse 

oxidativo em estudos de toxicidade de poluentes. 

 
O sistema modelo zebrafish 

 

O Danio rerio, popularmente conhecido como zebrafish, paulistinha ou peixe zebra, é 

um peixe nativo do sul e sudeste da Ásia, região com estações bem definidas, ambientes 
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alagados e alterações na qualidade da água, parâmetros que conferem características de 

tolerância e resistência a esta espécie tanto em seus habitats naturais quanto em biotério 

(DAMMSKI et al, 2011). 

É um teleósteo de água doce que pertence à família Cyprinidae e que pode chegar a 4- 

5 cm de comprimento total quando adulto (Figura 9). De hábitos diurnos, possui fecundação 

externa e um desenvolvimento embrio-larval que dura entre 48-72 horas pós-fertilização. 

Tornam-se adultos com cerca de três meses, com um ciclo de vida entre 3 e 4 anos 

(DAMMSKI et al, 2011; SILVEIRA, SCHNEIDER, HAMMES, 2012). 

 
 

 

Figura 9 - Casal de Zebrafish adulto, macho (esquerda) e fêmea (direita). Fonte: “aquarismopaulista.com” 

 

 

Sete estágios são definidos para a fase embrionária do zebrafish, são elas: fase de 

zigoto, clivagem, blástula, gástrula, segmentação, faríngula, e com a eclosão dá-se início a 

fase larval (Figura 10), na qual ocorre a finalização do sistema digestivo rudimentar e abertura 

da boca, com início da alimentação exógena (DAMMSKI et al, 2011). Na tabela 3 é possível 

visualizar os estágios do desenvolvimento do zebrafish e as principais características 

fenotípicas de cada fase. 
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Figura 10- Fases embrionária e larval do Danio rerio. Fonte: Resende & Soccol (2015, p.16) 

 
 
 

Quando o animal apresenta o fenótipo de um mini-adulto, em início à fase juvenil, 

caracterizada por um rápido crescimento e desenvolvimento, com a completa maturação e 

funcionamento de todos os órgãos e sistemas orgânicos. Ao completar a primeira maturação 

sexual e estarem aptos à reprodução, os animais atingem a fase adulta, sendo aptos a 

reproduzirem de forma contínua. O completo conhecimento sobre os estágios do ciclo de vida 

do zebrafish possibilita saber quais ferramentas utilizar em cada estudo e a forma correta de 

determinada exposição para o modelo animal (RESENDE & SOCCOL, 2015; DAMMSKI et 

al, 2011). 

Tabela 3 - Estágios de desenvolvimento e comprimento do corpo em zebrafish. Fonte: DAMMSKI et al (2011, 

p.19). 

 

Estágio (dias) Comprimento (mm) Descrição 

Larva jovem (3) 3,5 Nada livremente; 
posicionamento vertical. 

Larva (14) 6 Bexiga natatória cheia; 

procura de alimento; 

crescimento 

 

Juvenil (30) 
 

10 Nadadeiras e padrão de 

pigmentação dos adultos. 
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Adulto jovem (90) 20 Reprodução 

Adulto (1000) 40-50 Final da vida. 

 
 

O zebrafish tem se destacado na comunidade científica e cada vez mais aplicado em 

diferentes estudos como modelo experimental, por possuir diversas vantagens, tais como: 

pequenas proporções corporais, facilidade no manejo em biotério, alta taxa de reprodução, 

embriões transparentes, curto ciclo de desenvolvimento e por apresentar o genoma 

sequenciado, bem como similaridade genética e funcional de cerca de 70% os seres humanos 

(ALVES et al, 2022; DAMMSKI et al, 2011; XU et al, 2020). Ainda, 84% dos genes 

relacionados a doenças em humanos apresentam ortólogos no zebrafish (HOWE et al., 2013). 

 

 
A importância do zebrafish nas pesquisas científicas tem se tornado cada vez mais 

perceptível diante da gama de estudos que o mesmo pode ser utilizado (HOSTOVSKY et al, 

2012; SEMREM, ZUNEC, PIZENT, 2018), como estudos envolvendo o desenvolvimento 

embrionário, na avaliação de efeitos teratogênicos, alterações neurocomportamentais, na 

avaliação ecotoxicológicas de agrotóxicos, produtos químicos, farmacêuticos, metais e 

microplásticos, os quais causam a poluição dos ecossistemas aquáticos, estudos 

cardiovasculares, sobre o sistema imune, visual, endócrino e reprodução, dentre outras 

(ALVES et al, 2022; ARAUJO et al, 2021; TESOLIN et al, 2014; XU et al., 2020; ZHU et al,  

2015). 

O ambiente aquático tem sido alvo de contaminantes como metais pesados, 

agrotóxicos, produtos químicos, dentre outros poluentes (TESOLIN et al, 2014; ZHU et al, 

2015). Os organismos aquáticos, como os peixes por exemplo, quando expostos a esses 

xenobióticos, podem absorvê-los e resultar em danos ao indivíduo exposto, bem como ao 

nível de população e comunidades, com consequências ecológicas para os ecossistemas 

aquáticos ( KOEHLER et al, 2004). De forma contínua os organismos aquáticos são expostos 

a produtos químicos que resultam da produção agrícola de forma direta como o 

escoamento superficial ou indireta por intermédio das cadeias tróficas (LAKRA & 

NAGPURE, 2009). 

Plhalova et al. (2012), realizou experimentos com juvenis de zebrafish, expostos às 
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concentrações de 33 e 53 mg L -1 de metribuzin e constatou uma diminuição da ingestão de 

alimentos desses animais, e uma diminuição significativa no crescimento e peso corporal dos 

peixes, bem como lesões histopatológicas foram observadas no fígado, na concentração mais 

alta de metribuzin (53 mg L -1). Entretanto, ainda não estão claros os possíveis efeitos 

ecotoxicológicos que a exposição a concentrações de relevância de metribuzin pode causar ao 

longo do desenvolvimento embrionário e larval dos peixes. 

 
3 OBJETIVOS 

 

 Objetivo geral 

 

Avaliar o estado redox do zebrafish (Danio rerio) após exposição ao herbicida à base de 

Metribuzin durante seu desenvolvimento inicial. 

 Objetivo específico 

 

● Avaliar se ocorre desbalanço da defesa antioxidante em zebrafish expostos ao 

herbicida à base de Metribuzin até 144 horas. 

 

 
4 METODOLOGIA 

 

 Manutenção dos animais e coleta dos embriões 

 
Os espécimes adultos de zebrafish foram mantidos no Biotério de Peixes do Setor de 

Histologia e Embriologia do ICBS – UFAL, de acordo com as recomendações descritas em 

Dammski et al. (2011). O peixes foram acondicionados em aquários de 3 litros de 

policarbonato na proporção de 5 peixes por litro, mantidos em sistema de recirculação de 

água, com temperatura controlada de 26 °C e fotoperíodo de 14 horas claro/10 horas escuro, 

sendo alimentados três vezes ao dia com ração comercial granulada e náuplios de artêmia. 

Para a coleta dos embriões, machos e fêmeas na proporção de 2:1 foram colocados em um 

único aquário para reprodução, com uma divisória separando-os (Figura 11), para que no dia 

seguinte com o início do ciclo de luz, esta reprodução ocorresse. 
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Figura 11- Imagens do Biotério de Peixes do ICBS - UFAL. (A) Estante com sistema de recirculação de água 

na qual são mantidos os adultos de zebrafish. (B) Vista lateral e (C) superior dos aquários utilizados para a 

reprodução e coleta de embriões. Fonte: elaborado pelo autor. 

 

 
 

Após a reprodução, os embriões foram coletados do fundo dos aquários, lavados 

rapidamente em solução de 0,01% de Azul de Metileno e analisados em lupa para seleção dos 

embriões viáveis e descarte dos inviáveis (Figura. 12). Todos os procedimentos experimentais 

adotados foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) – UFAL, nº 

25/2020. 

 

 
Figura 12- Procedimento de coleta e viabilidade dos embriões. Fonte: Adaptado de Lammer et al. (2009). 
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 Exposição ao Metribuzin 

 
Foi preparada uma solução estoque de herbicida à base metribuzin (HBM) a 10 mg L– 

1, a partir da formulação comercial Sencor 480, produzido pela Bayer, contendo 480 g L-1 e 

680 g L-1 de ingredientes inertes. Após agitação e dissolução, esta solução estoque foi 

armazenada em tubo falcon envolto com papel alumínio e armazenado em geladeira. 

As concentrações estabelecidas para o HBM neste estudo (0,0001 mg L–1, 0,001 mg L– 

1, 0,01 mg L–1) possuem relevância ambiental (ver tabela 4) e foram escolhidas uma vez que 

causam <50% de mortalidade ao longo do período embrionário e larval em zebrafish, 

conforme os dados de Santos et al. (em preparo). 

Tabela 4 – Concentrações mínimas e máximas de Metribuzin, encontradas em diferentes Localidades e matrizes. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 
 

Local 

 
 

Água 

 
 

Sedimento 

 
 

Peixe 

 
 

Autor/ano 

 

Estuário do 

rio Sado, 

 

0,88 μg L-1 

 

0,027 μg g-1 

  
 

Rodrigues, E. 

Portugal em   T. et al., 2019 

2017    

 

Bacia 
 

0.01–0.16 μg L- 

  

5600 μg L-1 
 

Sun,X; Liu, F; 

hidrográfica 1; 0–0.09 μg L-1;  Fan, Y, 2019 

do rio 0.08 μg L-1   

Baima,    

China    

  

0,35 μg L-1; 
   

Região 0,63 μg L-1; Xing, Z. et al., 

marítima, 0,041 μg L-1; 2012 

Canadá, de 35;1 μg L-1;  

2003-2007 1 μg L-1  

2005 2,0 - 75,00 μg L- 
1 

 

 

Sudeste de 

Ontário, 

Canadá 

 

0,22 μg L-1; 

0,14 μg L-1 

   

Sanford,M; 

Prosser, R.S. 

Prosser, 2020 
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Rio 

Samambaia, 

Brasil 

 

0.0017 μg L-1; 

0.8217 μg L-1; 

0.0007 μg L-1; 

0.2897 μg L-1 

   
 

Correia, N.B; 

Carbonari, 

C.A; Velini, 

E.D, 2020 

 
 

Rio Tejo, 

Portugal 

 

0.48 ng L-1; 

15.6 ng L-1 

   
 

Rico, A. et al., 

2019 

 
 

Essas concentrações foram obtidas a partir da diluição da solução estoque em água 

reconstituída (ISO, 1996). Na tabela 5 estão descritos os volumes de cada solução utilizados. 

 

 
Tabela 5- Volumes dos compostos utilizados no preparo dos tratamentos usados no trabalho. Fonte: Elaborado 
pelo autor. 

 

Concentrações 

teste ( mg L-1) 

Volume (ml) de 

água reconstituída 

- Proveta 

Volume (µl) de 

água reconstituída - 

Micropipeta 

Volume (µl) de 

solução mãe a base 

de Metribuzin - 

Micropipeta 

 
Controle água 

(CA) 

 
100 

 
- 

 
- 

 
0,0001 

 
99 

 
999 

 
1µl 

 
0,001 

 
99 

 
990 

 
10µl 

 
0,01 

 
99 

 
900 

 
100µl 

 

 
A seguir, os embriões viáveis foram expostos em placas de petri (Kasvi) (Figura 13), 

até o limite de 3 horas pós fertilização (hpf), contendo 30 embriões por placa (em duas placas, 

para a obtenção de 60 larvas/tratamento) em 30 ml de cada uma das três diferentes 



38 
 

 

 

concentrações de metribuzin e do controle negativo (água reconstituída= CA), totalizando 60 

embriões expostos por tratamento em cada experimento. 

 

 

Figura 13- Linha do tempo da exposição dos embriões/larvas de zebrafish a diferentes concentrações de 

metribuzin e grupo controle, até 144 h. Fonte: elaborado pelo autor. 

 

 

Cada exposição foi realizada sete vezes (n=7), de modo a ter rigor estatístico para as 

análises bioquímicas, conforme já padronizado em nosso laboratório. A exposição foi 

conduzida de forma semi-estática, com troca dos tratamentos a cada 48 horas (Figura 14). Os 

embriões foram mantidos a 26ºC por 6 dias (144 horas) em uma estufa com demanda 

bioquímica de oxigênio (BOD) e ciclo claro-escuro de 14:10. 

 

 
Figura 14- Exposição dos embriões. Placas de petri com concentrações de metribuzin e grupo controle (CA). 

Fonte: elaborado pelo autor. 



39 
 

 

 

Ao final da exposição, as larvas de cada tratamento foram contadas e alocadas em 

microtubo de 1,5 ml e então eutanasiadas em solução de 0,1% de benzocaína. Após a remoção 

de toda a solução, as larvas foram congeladas em nitrogênio líquido e então armazenadas em 

freezer -80ºC. Todas as condições necessárias para a exposição foram adaptadas a partir das 

normas da Organização para a Cooperação e Desenvolvimento Econômico 236 (OECD, 

2013). 

 

 
 Análises bioquímicas 

 

As larvas foram retiradas do -80 e em cada eppendorf de 1,5 ml devidamente 

identificado havia grupos (pools) de 60 larvas dos quatro tratamentos utilizados no estudo, por 

controle negativo e concentrações, Foi adicionado, em cada eppendorf, 200µl de tampão 

fosfato de potássio e ácido etilenodiaminotetracético EDTA (0,1M), pH 7.4, procedendo a 

seguir a homogenização de cada amostras com o homogenizador Dlab D -160. Após 

homogeneizados, os tubos foram centrífugados por 15 minutos a 12.000 rpm e a 4 °C. A 

seguir, o sobrenadante de cada amostra foi coletado, aliquotado e a armazenados a -80 °C até 

a realização das análises bioquímicas. De cada tubo e foi recolhido 200 µl de sobrenadante de 

cada concentração e controle. Os pellets depositados no fundo de cada tubo também foram 

armazenados a -80 °C para futuras análises. 

 
 Determinação da atividade da Catalase 

 

Esta análise foi realizada segundo Hadwan & Abed (2016), que se baseia na reação do 

H2O2 com o molibdato de amônia, formando um produto de cor amarelada. 

Na placa de 96 poços foi adicionado 100 µl de tampão fosfato de sódio e potássio pH 

7.4, nos poços da curva padrão (exceto nos dois primeiros poços), do branco e dos testes 

controle. Depois, em cada poço, de acordo com o desenho do mapa da placa, foram 

adicionados 5 µl de cada homogenato. 

Então pipetou-se 100 µl de H2O2 (20 mmol/ L) nos poços com amostra sem ser os de 

teste controle e esperou-se 3 minutos, enquanto isso foi feita a pipetagem da curva padrão 

com o   H2O2. Foi colocado 100 µl nos dois primeiros poços e nos dois segundos da curva, 

com uma diluição seriada. 

Foi colocado em todos os poços 150 µl de molibdato de amônia (32,4 mmol/L) e feita 
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a leitura da absorbância a 374 nm, em leitor de microplacas e expresso em kU/ mg de 

proteína. A análise foi realizada em triplicata para cada amostra. 

 
 Determinação da atividade da Superóxido Dismutase (SOD) 

 

Foi determinada pelo método utilizado por Madesh & Balasubramanian (1998), que se 

baseia na capacidade da enzima em realizar a dismutação do radical superóxido, proveniente 

da auto-oxidação do pirogalol, em peróxido de hidrogênio. 

Para tal, 30 µl do homogenato foi adicionado em cada poço da microplaca de 96 

poços, nos poços do branco foi pipetado 45 µl de tampão fosfato de potássio, pH 7.0, já nos 

poços da curva padrão apenas 30 µl desta solução . E em todos os outros poços restantes foi 

adicionado 100 µl de tampão fosfato de potássio pH 8.0. A seguir, em cada poço foi 

adicionado 6 µl de brometo de 3-[4,5dimetiltiazol-2H]-2,5-difeniltetrazolium (MTT) (1,25 

mmol/ L) . Por fim, foi pipetado 15 µl de solução de ácido pirogálico (100 µmol/ L) em todos 

os poços, exceto nos dois poços do branco. 

A placa foi incubada a 37°C por 5 minutos, posterior a isso foi pipetado 150 µl de 

dimetilsulfóxido (DMSO). A absorbância foi medida a 570 nm, em leitor de microplacas. A 

análise foi realizada em duplicata. A atividade da SOD foi calculada como unidades por 

miligrama de proteína, com uma U de SOD definido como a quantidade que inibiu a taxa da 

auto-oxidação de 50% do pirogalol. 

 

 
 Determinação da atividade da Glutationa S-Transferase (GST) 

 

A atividade da GST foi realizada pelo método utilizado por Habid, Pabst & Jacaby 

(1976), que se baseia na metabolização do 1-cloro-2,4-nitrobenzeno (CNDB) pela GST 

conjugado à glutationa reduzida (GSH), com aumento da absorbância.   A atividade da GST 

foi avaliada em espectrofotômetro (IL- 226-NM) com absorbância de 340 nm. Para o branco, 

foi adicionado na cubeta de quartzo, seguindo esta ordem, 686 µL de tampão fosfato, pH 7.0, 

7 µL de CNDB (0.1 mmol/L) e 7 µL de GSH (100 mmol/ L) (manuseada no gelo). 

Para as amostras, foi adicionado na cubeta de quartzo, seguindo esta ordem, 679 µL de 

tampão fosfato, 7 µL de CNDB, 7 µL de GSH, todos nas mesmas concentrações descritas 

acima, bem como 7 µL de cada homogenato e a reação foi observada durante 90 s. Para 
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cálculo, foi feita a subtração do tempo 90s por 30s. Este ensaio foi realizado em triplicata e a 

atividade de GST expressa como mmol/ min/g de amostra. 

 

 
Quantificação de proteínas totais 

 

A determinação da concentração de proteínas totais presentes em cada homogenato foi 

realizada pelo teste de Bradford (1976). Para tal foi preparada uma curva padrão de 1,0 mg L-1 

de albumina em tampão fosfato de potássio pH 7.0, contendo 7 pontos. Em eppendorfs o 

homogenato foi diluído (20x), sendo pipetado 5 µl em 395 µl de tampão fosfato de potássio 

pH 7.0. Posterior a isso, foram pipetados desta diluição, 10 µl na placa de 96 poços e então 

adicionado, na ausência de luz, 200 µl da solução de Bradford, visto que a análise se baseia na 

reação deste reagente com as proteínas presentes. Após 5 minutos, a leitura foi realizada em 

leitor de microplacas a 595 nm, sendo cada amostra analisada em duplicata. 

 

 
 Análises estatísticas 

 
Os dados foram submetidos à análise de normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e o 

teste de Bartlett. Os dados paramétricos foram submetidos a ANOVA- ONE WAY seguido de 

teste Tukey com nível de significância de 5%. As análises estatísticas e plotagem dos gráficos 

foram executadas no software GraphPad (versão 8.01). 

 

 
5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

O estresse oxidativo tem sido um importante biomarcador em estudos de 

ecotoxicologia aquática, ocorrendo quando a produção de ROS é superior a ação das enzimas 

envolvidas na defesa antioxidante (LIVINGSTONE, 2003; ADEYEMI, MARTINS- 

JUNIOR, BARBOSA, 2015). 

Estudos anteriores mostraram que diferentes agrotóxicos, tais como inseticidas, 

herbicidas e fungicidas, têm a capacidade de alterar o status redox aceitando ou doando 

elétrons e podem elevar o nível de ROS ocasionando danos oxidativos em peixes 

(SLANINOVA et al., 2009; LUSHCHAK, 2011). Por isso, neste trabalho, utilizando o 

zebrafish como sistema modelo, foi avaliado se a exposição a concentrações de relevância 

ambiental de um HBM desregula a defesa antioxidante e causa estresse oxidativo em larvas e 
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embriões de zebrafish. 

 

Após a exposição de um animal a um contaminante ambiental, com a entrada e 

metabolismo do mesmo em diferentes tipos celulares, são produzidos radicais livres como 

O2•- e HO e substratos enzimáticos como o H2O2 (SHARMA et al., 2004). As enzimas 

antioxidantes como SOD, CAT e GST exercem papel importante como mecanismo de defesa 

das células contra a síntese exacerbada de espécies reativas impedindo que ocorram danos, 

como por exemplo a oxidação das membrana plasmática da célula, como é refletido na 

peroxidação lipídica e conseqüente estresse oxidativo (BEZERRA et al.,2004). 

As enzimas SOD e CAT fazem parte da primeira linha de defesa, inativando e 

eliminando algumas espécies reativas. A enzima SOD tem função de catalisar a reação de 

dismutação do radical superóxido em H2O2 e oxigênio molecular (O2). A CAT promove a 

degradação da molécula de H2O2 em água e oxigênio para desintoxicação e evitando a 

acumulação destas espécies reativas na célula (MAHARAJAN et al., 2018; BARBOSA et al,. 

2010). No presente estudo, no qual os espécimes foram expostos à diferentes concentrações 

de um HBM por 144 horas, a atividade das enzimas CAT e SOD apresentou redução 

significativa (p<0.05) apenas para a maior concentração testada (0,01 mg L–1), quando 

comparado ao grupo controle (Fig. 15 A, B). 

 

 

 
 

 
 

Figura 15. Estado redox de larvas de zebrafish (Danio rerio) expostas até 144 hpf a diferentes concentrações de 

Metribuzin (0,0001, 0,001, 0,01 mg L–1). No grupo controle (CA) foi usado água reconstítuida. (A) Atividade da 

enzima Superóxido Dismutase (SOD), (B) Atividade da enzima Catalase (CAT). *Os asteriscos representam 

diferença estatística das concentrações de metribuzin e o grupo controle, pela Anova- One Way seguido de teste 
Tukey (p<0,05). Dados são apresentados como média ± erro padrão da média. 
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A redução da atividade enzimática observada em nosso estudo aponta para ocorrência 

de um aumento das espécies reativas após a exposição ao agrotóxico, a qual pode ter 

sobrecarregado metabolicamente e interferido na produção de SOD e CAT, resultando assim 

na exaustão e depleção enzimática, com consequente comprometimento de suas funções 

(OLIVEIRA et al., 2017). 

É sabido que quando a geração de radicais livres consegue ser mais rápida que a sua 

eliminação, as enzimas sofrem inativação e o estresse oxidativo continua a ocorrer no 

organismo (CONG et al,. 2020). A redução de forma significativa das atividades de SOD e 

CAT pode ter induzido a uma maior geração de estresse oxidativo pela exposição ao HBM, 

reduzindo a capacidade de SOD em catalisar a dismutação do radical em H2O2 e da CAT em 

convertê-lo. Portanto há uma ineficiência dos organismos com relação a neutralizar as 

implicações dos peróxidos de hidrogênio ( PIANCINI et al., 2015). 

Em um estudo realizado por Blahová et al. (2013), foi verificado que a exposição de 

juvenis de zebrafish à concentrações subletais de 0,3, 3, 30 ou 90 µg L -1 de Atrazina (a 

qual é uma triazina, mesmo grupo químico do herbicida metribuzin) por 28 dias, resultou na 

redução da atividades de SOD no grupo expostos a maior concentração de atrazina (90 µg L - 

1). Neste mesmo estudo, já para a CAT, houve inibição de sua atividade em todos os grupos 

avaliados, levando os autores a concluir que a redução da atividade poderia ser o reflexo de 

uma ineficácia no sistema antioxidante dos peixes ocasionado pela atrazina (BLAHOVÁ et 

al., 2013). 

O estudo de Maksymiv et al. (2015) também mostrou que a exposição do peixe 

dourado Carassius auratus ao herbicida Metribuzin - formulação Sencor 70 WG - nas 

concentrações de 7; 14; 35,7 e 71,4 mg L-1 por 96 horas, promoveu uma diminuição na 

atividade de CAT para a maior concentração testada. Tal resultado aponta para estresse 

oxidativo, provavelmente causado por altas concentrações de H2O2, resultando em um 

comprometimento na atividade da enzima. 

Em consoante, os achados de Moura et al. (2017) mostraram que a exposição de 

embriões de zebrafish por 96 h ao herbicida triazínico Ametrina, nas concentrações de 0.004; 

0.023; 0.190; 0.833; 5 e 10 mg L-1, também resultou na inibição da CAT nas maiores 

concentrações ( 5 e 10 mg L–1). 
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Ainda, em um estudo conduzido por Chang et al. (2020) em adultos (machos ou 

fêmeas) de zebrafish expostos a concentrações nominais do acaricida e inseticida etoxazol - 

do grupo químico grupo químico Difenil oxazolina - (0,145 mg L–1 e 1,45 mg L–1) por 15 

dias, resultou na diminuição da atividade da SOD no fígado dos animais testados para a 

concentração mais alta, com mudança significativa em 8 e 15 dias. 

No presente estudo a atividade da enzima GST apresentou uma redução significativa 

nas larvas de zebrafish para todas as concentrações testadas em comparação ao grupo 

controle, mostrando ainda, uma redução mais acentuada para a menor concentração (0,0001 

mg L–1 ) (Figura 16 C). Tal dado evidencia que os mecanismos de ação das enzimas de 

primeira fase da defesa antioxidante não conseguiram reduzir a toxicidade do herbicida à base 

de metribuzin nas larvas de zebrafish, bem como sugere para a ocorrência de uma maior 

produção de ROS na concentração de 0,0001 mg L–1 de metribuzin. 

 

 

 
 

Figura 16. Estado redox de larvas de zebrafish (Danio rerio) expostas até 144 hpf a diferentes concentrações de 

Metribuzin (0,0001, 0,001, 0,01 mg L–1). No grupo controle (CA) foi usado água reconstítuida. (C) Atividade da 
enzima Glutationa S-transferase (GST). *Os asteriscos representam diferença estatística das concentrações de 

Metribuzin e o grupo controle, pela Anova- One Way seguido de teste Tukey (p<0,05). Dados são apresentados 

como média ± erro padrão da média. 

 

 

 
As GST´s fazem parte das principais enzimas antioxidantes (YANG & LEE, 

2015). Esta enzima desempenha um papel vital na fase II da biotransformação realizando a 

desintoxicação de xenobióticos, como herbicidas, tornando esses compostos químicos mais 

solúveis em água através da conjugação com a glutationa (GSH) e consequentemente 
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reduzindo a toxicidade dos mesmos e facilitando a sua eliminação pelas células (CATANEO 

et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2017). 

A atividade diminuída da enzima GST em resposta à exposição do herbicida verificada 

em nosso estudo, sugere um comprometimento do mecanismo de resposta antioxidante ao 

excesso de ROS, culminando na indução do estresse oxidativo. A depleção nos níveis de GST 

pode ser oriunda de sua forma oxidada, e esse aumento pode resultar na inativação 

oxidativa da glutationa redutase (LUSHCHAK, 2011). 

Corroborando nossos dados, o estudo de Gaaied et al. (2019) desenvolvido em 

embriões e larvas de zebrafish expostos a concentrações subletais (0,02, 0,051, 0,128, 0,32, 

0,8 mg L–1) do herbicida ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) por 96h , mostrou que a 

atividade da GST foi inibida nas concentrações a partir de de 0,051 mg L–1. Tal inibição é 

atribuída ao comprometimento da via GST, em resultado a um aumento significativo do 

estresse oxidativo. 

Já no mesmo estudo de Blahová et al. (2013) descrito acima, também foi detectado 

que a exposição de juvenis de zebrafish a 90 µg L–1 por 28 dias, diminuiu a atividade da 

GST.   Sendo assim, a diminuição da atividade de GST, bem como dos níveis de GSH, pode 

ter causa na produção demasiada de ROS, ocorrendo depleção de GSH e inativando a GST. 

Por outro lado, Hostovsky et al. (2012), observou que em embriões de carpa comum 

(Cyprinus carpio) expostos ao Metribuzin nas concentrações de 0,9, 4, 14 e 32 mg L–1, por 

30 dias que a atividade da GST estava aumentada na maior concentração, bem como a 

atividade da GR nas concentrações de 0,9, 4 e 14 mg L–1. 

É importante salientar que, os níveis da atividade da GST e outras enzimas 

antioxidantes podem diferenciar entre as espécies, estágio do desenvolvimento, tecidos e 

órgãos avaliados (BEAULIEU & COSTANTINI, 2014; CONSTANTINE 2019), além do tipo 

de xenobiótico, concentração/dose e tempo de exposição (HOSTOVSKY et al,. 2012). 

Assim, os resultados obtidos neste estudo reforçam que o HBM pode ter um efeito 

prejudicial ao meio ambiente afetando a saúde dos organismos aquáticos, como os peixes, 

expostos a este xenobiotico, diante da inibição da defesa antioxidante e aumento do estresse 

oxidativo, gerando dano celular. Bem como também é importante salientar o potencial risco a 

saúde humana diante da contaminação no consumo da água, alimentos ou intoxicações via 

pele, podendo comprometer o sistema endócrino e causar cânceres (SAMIR, OM SELMA, 
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ASMA, 2020). 

 
6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

Os resultados obtidos apontam que a exposição de embriões/larvas de zebrafish a 

concentrações de relevância ambiental do herbicida Metribuzin Sencor 480, por 144 hpf, 

perturba o equilíbrio redox e promove estresse oxidativo, visto que induziu reduções 

significativas nas atividades das enzimas antioxidantes SOD e CAT na concentração mais 

alta (0,01 mg L–1 ) e GST em todas as concentrações testadas, alterações subletais que podem 

comprometer a homeostase animal. 

Os herbicidas triazínicos são um grupo de agrotóxicos muito utilizado no Brasil e 

no mundo, porém porém seu impacto sobre a biota a nível de indivíduo, população, 

comunidade e ecossistemas ainda são incipientes, sendo necessário outros estudos que 

envolvam a avaliação de múltiplos biomarcadores, a nível celular, tecidual, fisiológico e 

comportamental, dentre outros. 
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