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RESUMO

Metribuzin é um herbicida que pertence ao grupo quimico das triazinonas assimétricas,
bastante utilizado no controle de plantas daninhas em algumas culturas. Dado ao uso
indiscriminado e a sua lixiviagdo, tem sido encontrado em aguas subterraneas, residuais e
apresenta persisténcia no solo. O acumulo de radicais livres por exposi¢do a contaminantes
pode originar estresse oxidativo, suprimindo a acdo das enzimas antioxidantes e alterando os
processos celulares dos organismos, causando danos ao DNA e nas biomembranas, mudancas
fisioldgicas, efeitos teratogénicos e até mesmo neoplasias. Neste estudo foi avaliado o
potencial efeitos da exposicdo a um herbicida a base de metribuzin durante o
desenvolvimento inicial do zebrafish (Danio rerio) no desequilibrio redox. Os
embrides/larvas de zebrafish foram expostas a diferentes concentra¢des do herbicida Sencor
480 - Bayer - (0,0001 mg L*, 0,001 mg L%, 0,01 mg L) e ao controle negativo (agua
recontituida) por 144 horas. A seguir, foram destinados a avaliacdo da atividade das enzimas
Superoxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa-S-transferase (GST). Os dados
parametricos foram submetidos a ANOVA - ONE WAY seguido de teste Tukey. Os resultados
mostraram uma reducdo na atividade das enzimas CAT e SOD, indicando aumento de
espécies reativas e diminui¢do da capacidade antioxidante. Os niveis da enzima GST estavam
reduzidas em todas as concentracfes testadas, indicando sobrecarga de espécies reativas,
dificultando sua desintoxicacdo. Estes dados indicam que a exposicao ao herbicida a base de
Metribuzin induz um quadro de desequilibrio redox e promove estresse oxidativo,
corroborando estudos prévios em peixes e outros modelos animais, chamando atencdo para 0s

riscos a saude animal associados ao uso indiscriminado deste agrotoxico.

Palavras-chave: Ecotoxicologia; agrotoxico; 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 INTRODUCAO

A atividade agricola é exercida desde a mais tenra idade da humanidade que passou
por muitas mudancas e avancos a fim de melhorar e aumentar cada vez mais a produtividade
(BURIGO, 2016). Os agrotdxicos sdo produtos quimicos que possuem o objetivo de manter e
aumentar a produtividade agricola controlando doencas e pragas nas plantagdes
(CARVALHO, 2013; SEMREN, ZUNEC, PIZENT, 2018).

O Brasil apresenta alta atividade agricola e possui grandes &reas plantadas,
principalmente nas culturas de cana-de-agUcar, soja, tomate, dentre outros (BRASIL, 2018;
ALVES et al, 2021). Em 2020 foi o segundo pais com o maior uso de agrotoxicos do mundo,
refletindo os elevados dados quanto a comercializagdo destes compostos no pais (IBAMA,
2020).

Dentre os agrotoxicos, os herbicidas sdo substancias quimicas que podem eliminar
plantas daninhas, as quais impedem o correto desenvolvimento das plantas cultivadas e
trazem danos a produtividade agricola e sdo bastante utilizados no pais (MOURA et al., 2017,
ROMAN et al., 2005).

Porém os herbicidas sdo considerados contaminantes emergentes e, por meio de suas
rotas de exposicdo, podem contaminar aguas superficiais e subterraneas, alimentos e
ambientes aquaticos, afetando a satde dos organismos, estando associados a doencas cronicas
e degenerativas (SEMREN, ZUNEC, PIZENT, 2018).

O Metribuzin é um herbicida usado no Brasil e no mundo, com nome quimico 4-
amino-6-terc-butil-4,5-di-hidro-3-metiltio-1,2,4-triazin-5-ona. Pertence ao grupo quimico das
triazinonas assimétricas (CARVALHO, 2013; ZHANG et al, 2014; VELISEK et al, 2009).
S&o inibidores do fotossistema Il (FSII), usado no tratamento de pré e pds-emergéncia de
gramineas e plantas daninhas de folhas largas e estreitas, possui alta solubilidade em agua e
pode ter grande persisténcia no solo (VELISEK et al., 2009; CARVALHO, 2013).

O acumulo de radicais livres causado por exposicdo a contaminantes, pode dar origem
ao estresse oxidativo. Esse fenbmeno acaba suprimindo 0s mecanismos de acdo das enzimas
antioxidantes, que seriam responsaveis por eliminar danos causados por esses radicais,
havendo assim um desequilibrio e alterando os processos celulares nos organismos, como
danos ao DNA, mudancas funcionais, desenvolvimento de doencas degenerativas e efeitos
teratogénicos (ATES et al., 2018; LARAGY et al., 2017).
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Alguns biomarcadores tém sido utilizados para investigar 0s possiveis danos que
poluentes ambientais causam aos organismos. As enzimas antioxidantes como a Superoxido
Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa S-transferase (GST) atuam para neutralizar os
danos originados pelo estresse oxidativo e sdo importantes biomarcadores capazes de avaliar
esses impactos (LARAGY et al., 2017).

Alguns estudos desenvolvidos em peixes, roedores, algas e plantas vasculares,
apontaram que a exposicdo ao Metribuzin promove efeitos toxicoldgicos, induz estresse
oxidativo e altera o equilibrio dos processos enzimaticos devido ao aumento das espécies
reativas de oxigénio (ROS), gerado por estes poluentes (PLHALOVA et al., 2012; HUSAK
et al.,2016; HOSTOVSKY et al.,2012; BOMANN et al., 2021).

O ambiente aquéatico tem sido o destino final de diferentes tipos de contaminantes,
como agrotoxicos, produtos farmacéuticos, residuos domesticos e industriais, dentre outros
(TESOLIN et al., 2014; ZHU et al., 2015). Consequentemente, 0S peixes presentes nos
ambientes aquaticos contaminados podem ser expostos a esses xenobioticos via pele, ingestao
e respiracdo branquial, o que pode causar consequéncias alteracbes morfofisiologicas
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 proporcoes, possibilitando o facil manejo,
alta taxa de reproducdo, embrides transparentes, curto ciclo de desenvolvimento e genoma

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

Permite a avaliacdo do desenvolvimento embrionario, de efeitos teratogénicos,
alteracdes comportamentais, cardiovasculares e na resposta imune, dentre outras (ALVES et
al, 2022; DAMMSKI et al, 2011; XU et al., 2020). O zebrafish € 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 REVISAO DE LITERATURA

Os agrotoxicos e seus uso no Brasil

O termo agrotoxicos é uma nomenclatura adotada no Brasil, mas também apresentam
outras designacGes como defensivos agricolas, agroquimicos, pesticidas, dentre outros. S&o
produtos quimicos utilizados para o controle de doencas e plantas daninhas, a fim de se
manter a produtividade nas lavouras agricolas (CARVALHO, 2013; SEMREN, ZUNEC,
PIZENT, 2018). S&o definidos e conceituados pelo decreto n® 4.074, de 4 de janeiro de 2002
que regulamenta a Lei n® 7.802, de 11 de julho de 1989 como:

Produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, que sdo destinados
para uso nos setores de producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos
agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas, nativas ou implantadas, e de
outros ecossistemas e também de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja
finalidade seja alterar a composicdo da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da
acdo danosa de seres vivos considerados nocivos (BRASIL, 2002).

A Lei n° 7.802 também considera estes produtos com potencial perigoso a saude
humana e ao meio ambiente, enfatizando a necessidade de uma legislacdo especifica que
discipline a producdo, o transporte, 0 armazenamento, a comercializacdo e 0 uso de
agrotoxicos, bem como a destinacdo final dos residuos e das embalagens destes produtos
(BRASIL, 2002).

Dessa forma, os agrotoxicos passam por avaliagdo de trés oOrgdos, sendo estes o
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para avaliar a eficacia do uso
na agricultura, do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
(IBAMA) para avaliacdo ambiental, analisando o potencial poluidor; e também pela a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para avaliacdo toxicologica, a qual

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

A atividade agricola é praticada pela humanidade desde os seus primordios, porém o
uso intensivo de agrotoxicos se deu a partir da segunda guerra mundial, periodo em que o
processo tradicional de producdo agricola passou por mudancas com 0 avango de novas

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

O Brasil tem entre suas caracteristicas a grande producdo agricola e consequente uso

de agrotdxicos, com destaque para as culturas do milho (Zea mays L.) e da soja (Glycine max
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L.), bem como as culturas de cana-de-aglcar (Saccharum officinarum L.) com producéo para
acucar e etanol. Em relacdo a producdo de cana-de-agUcar, o Brasil ¢ um dos maiores
produtores no ambito mundial, sendo o estado de S&o Paulo o maior produtor do pais

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

Segundo dados da Organizacdo das Nagdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura
(FAO), em um ranking com 10 paises, dos anos de 2009 a 2020, (Figura 1) o Brasil ocupa o
segundo lugar em relacdo ao uso de agrotdxicos no mundo, perdendo a primeira colocagdo
para os Estados Unidos da América (EUA). No ano de 2020 alcangou a utilizacdo agricola de

377, 176 toneladas (ton) de agrotdxicos.

Média 2009 - 2020
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Figura 1 - Uso total de agrotdxicos (toneladas) dos dez principais paises, do ano de 2009-2020. Fonte:
FAOSTAT/FAO (2020). Adaptado pelo autor.

O Brasil apresenta significativa relacdo ao uso de agrotoxicos por hectare, pois possui
grandes areas plantadas. Além disso, o pais tem clima tropical, o0 que o torna mais propicio a
proliferacdo de pragas. Porém, apesar de haver algun métodos a fim de evitar o uso excessivo
de agrotdxicos, como por exemplo, controle biol6gico e outras inovacdes tecnoldgicas, muitos
produtores ndo os adotam por falta de conhecimento ou mesmo receio das novas praticas, o
gue perpetua no pais as altas taxas de maior aplicacdo de agrotdxicos por hectare (BRASIL,
2018). Com relacdo a comercializacdo no Brasil, segundo dados do IBAMA, a regido

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

ingredientes ativos) (Figura 2).
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Figura 2 - Total das vendas de agrotoxicos e afins (em toneladas de ingredientes ativos) nas regides brasileiras,
do ano de 2020.Fonte: IBAMA (Decreto n°4.074/02) (2020), dados atualizados em 2021. Adaptado pelo autor.

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

comercializacdo destes agrotoxicos e afins (em toneladas de ingredientes ativos), nos estados

da regido nordeste, como mostra a Figura 3.
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Figura 3 - Total das vendas de agrotdxicos e afins (em toneladas de ingredientes ativos) nos estados brasileiros
da regido nordeste, do ano de 2020. Fonte: IBAMA (Decreto n°4.074/02) (2020), dados atualizados em 2021.

Adaptado pelo autor.

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

biolégicos, como microorganismos (por exemplo, os fungos) ou substancias quimicas, 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 producéo agricola, os
herbicidas passaram a ser abundantemente utilizados com fungdo no controle de plantas
daninhas que competem com as culturas por &gua, nutrientes e luz, impedindo o
desenvolvimento da cultura (MOURA et al., 2017).

Um levantamento produzido pela FAO (2019), observou a predominancia de trés
grupos de agrotoxicos mais consumidos no Brasil (Figura 4),0s herbicidas, pesticidas e os

fungicidas.
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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 predominancia

da classe herbicida quanto a comercializacdo e exportacéo, pelos estados do Brasil (Figura. 5).
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Figura 5 - Vendas totais (ton) por classe de uso dos agrotoxicos, do ano de 2020, no Brasil. Fonte: IBAMA
(Decreto n°4.074/02) (2020), dados atualizados em 2021. Elaborado pela Divisdo de Gerenciamento de
Substéncias (DIGES), Coordenacdo de Controle Ambiental de Substancias e Produtos Perigosos (CCONPES),
Coordenacdo Geral de Avaliacdo (CGASQ) e Controle de Substancias Quimicas (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 a classe dos
herbicidas com 1.660,92 ton.

Os herbicidas s@o considerados contaminantes emergentes, pois as rotas de exposicao
indireta a estes compostos e seus produtos de degradacdo podem ser por meio da agua, ar e
alimentos, o que pode contaminar 0s ecossistemas aquaticos bem como afetar a satde animal
e humana. Estudos epidemiolégicos em humanos tém sugerido que a exposicdo a herbicidas
podem estar associados a doencas cronicas, déficits neurolégicos e distdrbios reprodutivos
(SEMREN, ZUNEC, PIZENT, 2018).

Metribuzin

Um dos herbicidas utilizados no Brasil € o metribuzin, cujo home quimico 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. E um herbicida de base fraca, do grupo quimico das
triazinonas ou triazinas assimétricas, que possui dois atomos de nitrogénio e dois atomos de
carbono adjacentes (Figura 6) (CARVALHO, 2013; ZHANG et al., 2014; VELISEK et al.,
2009).
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Figura 6 - Formula estrutural do Metribuzin. Fonte: ANVISA “gov.br/anvisa”
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E amplamente utilizado para o tratamento de pré e pos-emergéncia de gramineas e

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

seletivo para folhas estreitas (monocotileddneas), sendo utilizado em culturas de soja, batata,
trigo, tomate, cana-de-agucar, dentre outros (VELISEK et al., 2009; CARVALHO, 2013). No

Brasil, € comumente empregado no cultivo de soja e tomateiros, para o cultivo de tomate de
rasteiro para fins industriais (GONCALVES 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 informacGes de aplicacao.

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

Culturas Modalidade de emprego LMR Intervalo de
(aplicacéo) (mg/kg) seguranca
Aspargo Pré-emergéncia 0,1 7 dias
Batata Pré/pds-emergéncia 0,1 60 dias
Café Pré/pds-emergéncia 0,1 60 dias
Can,a-de- Pré/pbs-emergéncia 0,1 120 dias
agUcar
Mandioca Pré-emergéncia 0,1 (1)
Soja Pré-emergéncia 0,1 1)
Tomate Pré/pbs-emergéncia 0,1 60 dias
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Trigo Pré-emergéncia 0,1 90 dias

LMR - Limite maximo de residuo (quantidade de agrotdxico, em miligrama, que pode estar presente em
um quilo de alimento ap6s uso do agrotoxico, sem que haja prejuizo a satde humana).

1. Intervalo de seguranca ndo determinado devido a modalidade de emprego

Dados do IBAMA (2020) sobre a comercializacdo de agrotoxicos 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 varios herbicidas cujos nomes comerciais sdo Sencor, Lexone SC ,

Artist, Sencorex e Shotput.

O Metribuzin é registrado pelo MAPA sob n°® 04114, com uma classificacéo
toxicologica 11l — medianamente toxica e classificacdo do potencial de periculosidade
ambiental 11— 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* do
ingrediente ativo (LORENZI, 2006).

O Metribuzin é absorvido principalmente pelo sistema radicular, mas também pelo
foliar com translocacdo pelo xilema. Apresenta uma alta solubilidade em agua e as reacGes
fotoquimicas com dissociacdo da agua ocorrem de forma rapida, apresentando meia vida de
cerca de sete dias em meio aquatico natural. Ja no solo, pode permanecer por trinta dias a
depender do teor de matéria organica presente (VELISEK, 2009; RODRIGUES &
ALMEIDA, 2011; PLHALOVA et al., 2012).

Herbicidas que possuem uma maior persisténcia no solo podem causar intoxicacao de
outras culturas mais sensiveis (MANCUSO et al, 2011), que venham a ser semeadas

posteriormente, ocasionando uma reducgdo 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 feijdo (Phaseolus), expostos a concentraces de
metribuzin (0; 6; 12; 24; 48; 96; 144; 192; 240 e 480) partes por bilhdo (ppb) por 7,
14, 21 e 28 dias ap6s a emergéncia (DAE), evidenciando que as plantas de alho,
cebola e feijdo sdo sensiveis ao efeito do Metribuzin. Sendo assim, os residuos de
metribuzin no solo tem potencial para trazer complicagdes ao plantio sucessivo destas

culturas.
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Segundo Velisek et al. (2009), o aumento no uso deste herbicida tem contribuido para
boas safras, porém pode ocorrer escoamento e contaminacdo de aguas superficiais, devido sua
solubilidade em &gua, gerando preocupacdo com relagdo a contaminagdo da &gua doce e 0s
efeitos a longo prazo nos organismos do ambiente aquatico.

Dores et al. (2006) realizaram um estudo na regido de Primavera do leste, Mato
Grosso, Brasil. Avaliaram a presenca de herbicidas nas aguas subterraneas que sao geralmente
utilizadas para consumo humano e constataram que o metribuzin foi o herbicida mais
detectado (com concentragdo de 0,351 pg L %), e apresentou maior mobilidade segundo o
indice de GUS - indice de lixiviacdo de pesticidas proposto por Gustafson (1989).

As propriedades de adsorcdo e mobilidade do metribuzin, depende do teor de matéria
orgénica presente no solo e do pH, havendo uma mobilidade reduzida pelo aumento desse
teor, bem como se torna muito mével 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 avaliacdo ambiental pelo IBAMA.

Tabela 2 - Caracteristicas quimicas e fisicas do Metribuzin. Fonte: IBAMA, Decreto n® 4.074/02 de 04/01/2002.

Massa Aspecto, Formula Solubilidade ph Ponto Densidade
molar cor molecular
(agua) de
fusdo
214.29 Solido CsH14N4OS 1,2¢g/L(20°C) 7,7-7,9 119°C 456 g/L
g/mol branco (solugéo
amarelado 5%) (solta)
614 g/l
(compacta)

Com relagcdo ao mecanismo de acdo do metribuzin, eles sdo inibidores do FSII (P680)
(ndo-enzimaticos). Esse mecanismo de inibi¢do € largamente utilizado na agricultura, sendo
proveniente do bloqueio no transporte de elétrons por intermédio da inativagdo de

carregadores desse transporte (ROMAN et al., 2005). A primeira etapa fotoquimica
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corresponde ao FSII (P680), quando h& absorcéo da energia luminosa pela clorofila, ela chega
ao seu centro de reagdo e ir4 excitar um elétron, este ird ser recebido pela feofitina, elemento
da cadeia de transportadores de elétrons, deixando o centro de reagdo reduzido por sua perda
(ROMAN et al., 2005). A molécula da agua mantém o fluxo, pois ela se divide em ions H" e
oxigénio produzindo elétron e suprindo o que foi perdido (ROMAN et al., 2005).

O elétron entdo passa por varias moléculas transportadoras até chegar ao NADP*, que
sera reduzido a NADPH. Entdo os elétrons chegam a um carreador capaz de se movimentar
(Figura 7), chamado plastoquinona A (PQa) que se liga a uma proteina (D1), interrompendo a
producdo de Adenosina trifosfato (ATP) e NADPH,, e fixacdo de CO2, na segunda etapa
bioquimica FSI (P700) (ROMAN et al., 2005; MARCHI, MARCHI, GUIMARAES, 2008).
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Figura 7 - Etapas fotoquimica e bioquimica da fotossintese 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 entdo ndo consegue ser
protonada pela interrupcdo de fluxo dos elétrons com a PQa, e assim a PQBH2 ndo consegue
realizar transferéncia de elétrons para o citocromo (CARVALHO, 2013; MARCHI,
MARCHI, GUIMARAES, 2008).

As plantas ndo morrem pela auséncia de alimento, embora a fotossintese tenha sido
interrompida, mas sim pela carga energética elevada, pois a planta continua a captacdo de
energia luminosa e ha formacdo de radicais livres. A clorofila se torna muito reativa sendo
chamada de clorofila tripleto. Ela ird reagir com o oxigénio molecular e ROS serdo
produzidas (MARCHI, MARCHI, GUIMARAES, 2008).
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Essas moléculas irdo reagir com lipidios nas membranas celulares, causando
peroxidacao lipidica (LPO), dando origem a mais radicais livres e potencializando os danos
nas membranas celulares, causando clorose e necrose (CARVALHO, 2013; MARCHI,
MARCHI, GUIMARAES, 2008). Em condi¢cBe normais, os carotendides, defesas naturais da
planta, tem acdo contra o estresse oxidativo, entretanto quando exposto ao metribuzin, sua
acdo protetora ndo é suficiente para impedir a LPO (RODRIGUES & ALMEIDA, 2011;
ROMAN et al., 2005).

Alguns estudos tém demonstrado os efeitos toxicol6gicos que a exposicdo ao
metribuzin pode ocasionar em organismos nao alvo. Em estudo realizado por Plhalova et al.
(2012) com juvenis do peixe zebrafish expostos a diferentes concentra¢es de metribuzin (1,5,
5, 16, 33 e 53 mg L) por 28 dias, foi constatada maior taxa de mortalidade na maior

concentragéo (53 mg L™).

Foi demonstrado por Husak et al. (2016), que ap0s exposicdo de 96 horas do peixe
dourado (Carrasius auratus L.) ao metribuzin (Sencor), observou-se, na concentracdo mais
baixa (7,14 mg L), aumento nos niveis de proteinas carboniladas nas branquias, bem como
aumento na atividade das enzimas antioxidantes Glutationa Peroxidase (GPx) e GST. Ja a
exposicdo a 71,4 mg L resultou em niveis mais baixos de proteinas carboniladas e aumento
na atividade da SOD, bem como da GPx e GST.

No estudo conduzido por Hostovsky et al. (2012), embrides de carpa comum
(Cyprinus carpio L.) foram expostos ao metribuzin (0,9, 4, 14 e 32 mg L), por 30 dias. Foi
verificado que a atividade da GST estava aumentada, sobretudo na maior concentracdo, bem
como a atividade da Glutationa Redutase (GR) nas concentragdes de 0,9, 4 e 14 mg L e os

niveis de LPO foram mais altos na concentragdo de 0,9 mg L™

Os estudos de Velisek et al. (2008) relataram alteracdes histopatoldgicas nos rins e
branquias de trutas arco-iris (Oncorhynchus mykiss) na concentracdo de 62,51 mg L™ de
metribuzin Sencor 70 WG por 96 horas. Nos estudos de Velisek et al. (2008, 2009) foram
observadas perda de coordenacdo motora e dos movimentos, respiracdo acelerada, bem como

curtos estagios de excitacao (convulsdes, nado em circulos).

Na literatura também existem estudos que avaliaram a toxicidade do metribuzin em
modelos de mamiferos. Bomann et al. (2021) realizaram estudos para avaliar a toxicidade
crénica e um potencial oncogénico do metribuzin, em ratos Fischer 344 machos e fémeas. O

herbicida foi utilizado na dieta em concentracdes de 30, 300 e 900 partes por milhdo (ppm),
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com exposicdo durante  dois anos. Foram observadas reducédo de peso corporal, alteragdes
na enzima hepatica uridina 5' -difosfo-glucuronosiltransferase (UDPGT ou UGT), que pode
ser a responsavel por uma reducdo e aumento do nivel de tiroxina (T4), bem como por
alteracbes histopatoldgicas encontradas. Também ocorreu reducdo, de forma dose
dependente, das enzimas fosfatase alcalina (AP), alanina-aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST), bem como um aumento dos niveis de colesterol no grupo exposto a

maior dose.

J& no trabalho de Porter et al. (1993), fémeas de ratos Sprague-Dawley foram expostos
a 10.000 ppb de metribuzin puro por 6 semanas apresentaram hipertireoidismo. Ja 0s machos,
quando expostos a mesma concentracao por 16 semanas, apresentaram altos niveis de tiroxina
(T4), bem como os niveis 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, enddcrino e imune, 0s quais sdo importantes para a reproducédo, crescimento
e desenvolvimento dos vertebrados. Para além disso, foi verificado que a exposi¢cdo ao
metribuzin causa alteracbes no metabolismo de carboidratos, proteinas e glicoproteinas no
figado de porquinhos-da-india 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
lowa e Carolina do Norte (EUA) que aplicam o herbicida metribuzin nas plantacdes,
constatou-se uma potencial associacdo entre a exposi¢do ocupacional ao metribuzin e certos

tipos de cancer linfohematopoiéticos.

Estresse oxidativo

O estresse oxidativo acontece quando o equilibrio interno do organismo é alterado por
meio de alguns fatores como nutricionais (por exemplo, a dieta), fisicos (por exemplo, o
sedentarismo ou atividade em excesso), metabolizacdo de xenobidticos como agrotdxicos,
metais, medicamentos farmacoldgicos dentre outros (CONSTANTINI., 2010; LIMON-
PACHECO & GONSEBATT, 2009).

Na célula acontece uma movimentagdo dos elétrons entre os &tomos, uma oxidacéo e
reducdo, ou seja, uma perda e ganho de elétrons desemparelhados na sua Gltima camada de
valéncia, 0s quais sdo muito instaveis e reativos (GUTTERIDGE & HALLIWELL, 2007).
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Isso resultard na producédo de radicais livres, que poderdo ser combatidos pelos mecanismos
de defesa antioxidante, os tornando estaveis, ou ainda interagirem de forma inespecifica com
outras biomoléculas presentes nas células e resultar em estresse oxidativo (GUTTERIDGE &
HALLIWELL, 2007).

Neste processo sdo geradas ROS que tem origem do radical superdxido e espécies
reativas de nitrogénio (RNS) como, por exemplo, o 6xido nitrico. E um processo natural nos
organismos aerébicos e a producdo de ROS ocorre de forma semelhante em organismos
aquaticos e mamiferos (MASSARSKY, KOSAL, GIULI0,2016).

Existem alguns mecanismos responsaveis pela producdo das ROS nos organismos. Na
maioria das vezes eles serdo produtos secundarios do metabolismo do oxigénio, sendo as
mitocondrias a fonte principal de ROS celulares, no processo de respiracdo celular
(CONSTANTINI., 2010; MASSARSKY, KOSAL, GIULIO., 2016). Dessa forma, em
organismos aerébicos, mais de 90% do oxigénio que é consumido é diminuido a agua por
intermédio de quatro elétrons atraves da enzima Citocromo ¢ oxidase na cadeia transportadora
de elétrons mitocondrial (Figura 8), com o objetivo na producédo de energia em forma de ATP
(OTT et al., 2007; SKULACHEV, 2012).
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Figura 8 - Metabolismo do oxigénio nos organismos e as enzimas antioxidantes de primeira e segunda linha. O
esquema mostra, na parte superior, reducdo de oxigénio de quatro elétrons com formacdo de dgua. Mais abaixo
mostra sucessivas reduces de um elétron, formando espécies reativas de oxigénio, sendo estes radical
superoxido (02+), peroxido de hidrogénio (H.0,) e radical hidroxila (OH"). A transformagédo de (02 «-) e (H.0,)
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¢ acelerada pela primeira enzima antioxidante SOD que catalisa sua dismutacdo para producdo de oxigénio
molecular e (H20,), ja a CAT converte este em oxigénio molecular e 4gua. A glutationa peroxidase (GPx) reduz
(H202) a agua. Restauracdo da glutationa oxidada (GSSG) a sua forma reduzida (GSH) é catalisada pela
glutationa redutase (GR) com uso de NADPH fornecido pela reacdo da desidrogenase (G6PDH). Fonte:
Lushchak (2015, p.03)

Entretanto, menos de 10% do oxigénio consumido é reduzido por meio de um elétron
que ird converter o oxigénio molecular a radical superéxido (O2™) (com potencial para
adentrar nas membranas biolégicas e inutilizar determinadas enzimas), podendo ser mais
reduzido e formar perdxido de hidrogénio (H202) (ndo possuem propriedade de radical, pois
ndo tem elétrons desemparelhados, mas € altamente reativo), hidroxila (HO") e agua (Figura
8) (CONSTANTINI., 2010; MASSARSKY, KOSAL, GIULIO., 2016).

Neste processo ha também participagdo dos ions Ferro e cobre (Fe?* e Cu*), estes sdo
altamente ativos em reacdes de oxidacéo e reducdo, possuindo dessa forma grande capacidade
catalisadora nas reacfes de producéo dos radicais livres por meio da reacdo de Fenton, onde
ha producio do radical HO" pela reagdo do Fe?* ou Cu* com o H,O2, bem como tambem pela
reacdo de Haber-Weiss onde os referidos ions catalisam a reacdo entre H.O2 e O, para gerar
o radical HO® (BARBOSA et al., 2010; BARBOSA et al., 2014).

A segunda fonte de geracdo de ROS nas celulas é no reticulo endoplasmatico, sendo
algumas quantidades também produzidas no citosol e peroxissomos por diferentes oxidases
(YELDANDI, RAO, REDDY., 2000; BARTOSZ, 2009). Ha continua formacdo de ROS e
eliminacdo, ocorrendo, portanto um equilibrio nas concentragdes, porém quando acontece
esse equilibrio é perturbado, ocorrendo o chamado estresse oxidativo (YELDANDI, RAO,
REDDY., 2000; BARTOSZ, 2009), ja descrito anteriormente. Caso 0 aumento de ROS néo
seja contido, ocasionara danos celulares, levando a oxidacdo quimica de biomoléculas, com
modificacdes em suas estruturas que pode resultar em perda de sua funcdo e a longo prazo
promover o envelhecimento celular, algumas doencas cardiovasculares, disturbios
neurodegenerativos e até mesmo cancer (CONSTANTINI., 2010; LIMON-PACHECO &
GONSEBATT., 2009).

Porém € preciso salientar também que as moléculas de espécies reativas sdo
importantes para a sinalizacdo intracelular e regulacdo do metabolismo celular, visto que o0s
organismos necessitam destes processos para que haja comunicacao celular e coordenacgéo dos
mecanismos fisiologicos, bem como na modulacio da expressdo génica (DROGE, 2002;
LANDAR et al., 2005). As ROS também possuem papel na fagocitacdo de neutréfilos e
macrofagos (SLAINOVA et al., 2009).



29

2.3.1 Sistemas antioxidantes enzimaticos

Existem defesas naturais contra os danos causados pelas espécies reativas, porém
quando o equilibrio de producdo e eliminacdo de ROS nao é suficiente, ou seja, quando as
defesas ndo conseguem mitigar o dano celular ocasionado, ocorre o estresse oxidativo.
Portanto, o sistema de defesa antioxidante tem como principal objetivo controlar ou
neutralizar a acdo da producdo excessiva de ROS (COSTANTINI & VERHULST, 2009;
LIMON-PACHECO & GONSEBATT, 2009).

Os antioxidantes sdo uma familia de compostos que podem ter origem enddgena e
exdgena. Existem os antioxidantes de baixa massa molecular como os dietéticos (vitamina C,
vitamina E, carotenoides, etc) que neutralizam as espécies reativas. (CATONI, PETERS,
SCHAEFER., 2008; COHEN et al., 2008; COSTANTINI, 2010). Quando, por exemplo,
ha exposicdo do organismo a xenobioticos, mecanismos de desintoxicagdo entram em acao
para tentar neutralizar os efeitos nocivos que ameacam o bom funcionamento do organismo
por meio de atividades enzimaticas de alta massa molecular como SOD, CAT e GST (SOLE
et al., 2010; LIMON-PACHECO & GONSEBATT., 2009; VALAVANIDIS et al., 2006).

Durante a exposicdo a xenobioticos, geralmente ha duas fases de metabolizacéo e
excrecdo destes. A primeira fase é basicamente catalisada pelas enzimas do compleoxo
citocromo P450 e esta relacionada com a oxidacao, reducdo e hidrélise dos poluentes, na
qual estdo envolvidas CAT, SOD e GPx. (KROON, STRETEN, HARRIES, 2017). Na
biotransformacdo da segunda fase estdo envolvidas as glutationas como a enzima GST,
catalisando a conjugacdo de xenobioticos, GR e a glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD)
(Figura 8). Estes processos facilitam a eliminacdo dos xenobidticos tornando-os mais
hidrofilicos (KROON, STRETEN, HARRIES, 2017).

As enzimas antioxidantes da familia SOD sdo proteinas que contém metais. Como
detalhado na Figura 8, catalisam a dismutacdo do radical superoxido, em H.O; e agua
(LIMON-PACHECO & GONSEBATT., 2008). Existem trés cofatores metalicos presentes nas
células eucaridticas, a Superéxido Dismutase de manganés (MnSOD) que ocorre
principalmente na mitocdndria, ao passo que a Superoxido Dismutase cobre/zinco
(Cu/ZnSOD) e ferro (Fe-SOD) ocorrem no citoplasma e espago intermembranas da
mitocéndria (MARGIS et al., 2008; BARBOSA et al., 2010).
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As enzimas antioxidantes CAT sdo de suma importancia para a defesa celular, uma vez
que ela exerce a decomposigdo do H202, em &gua e oxigénio (Figura 8) (VASYLKIV et al.,
2011). A CAT é encontrada em muitos tecidos com variagdo nos niveis de sua atividade frente
a contaminantes, sejam metéalicos ou organicos, que a depender da espécie, niveis e

concentracédo de exposicdo, podem ter sua atividade inibida ou ndo (ATLI et al., 2006).

A enzima GST faz parte de uma familia de proteinas envolvida no processo de
biotransformacdo celular. GST catalisa a conjugacdo da Glutationa Reduzida (GSH) a
compostos enddgenos ou exdgenos, como radicais hidroxila, per6xidos de lipidios de
membrana, aumentando sua solubilizacdo e facilitando a excrecdo. Desta forma, possui um
papel importante na desintoxicacdo de xenobidticos (CARLETTI et al., 2007; HUBER,
ALMEIDA, FATIMA, 2008). Esta defesa antioxidante faz parte de um sistema de agéo
combinada com outras enzimas e também com transportadores que eliminardo os conjugados
de GSH (CATANEDO et al., 2003).

A LPO, uma reacdo induzida pelo excesso de ROS, causa a incorporagdo de um
oxigénio molecular nos &cidos graxos dos fosfolipidios, causando a destruicdo das membranas
celulares, alteracdo nos mecanismos de transporte através da membrana e até mesma pode
resultar em morte celular. A LPO € 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 s&o usadas como biomarcadores de estresse
oxidativo no organismo, pois fornecem evidéncias de efeitos nocivos de xenobidticos como
resultado do desbalanco redox (VALAVANIDIS et al., 2006; TIMME-LARAGY et al.,
2017). O aumento ou reducéo dos niveis e atividade das enzimas antioxidantes pode depender
do tempo de exposicdo, intensidade e concentracdo dos estressores nos 0rganismos
aquaticos, como os peixes (ORUC & USTA, 2007). Para além disso, Massarsky, Kosal,
Giulio. (2016) ressaltam que as semelhancas entre as defesas antioxidantes em peixes e
mamiferos exprimem a relevancia 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 Asia, regido com estagbes bem definidas, ambientes



31

alagados e alteragcbes na qualidade da &gua, parametros que conferem caracteristicas de
tolerancia e resisténcia a esta espécie tanto em seus habitats naturais quanto em biotério
(DAMMSKI et al, 2011).

E um teledsteo de agua doce que pertence & familia Cyprinidae e que pode chegar a 4-
5 cm de comprimento total quando adulto (Figura 9). De habitos diurnos, possui fecundacao
externa e um desenvolvimento embrio-larval que dura entre 48-72 horas pds-fertilizacao.
Tornam-se adultos com cerca de trés 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 fémea (direita). Fonte: “aquarismopaulista.com”

Sete estagios sdo definidos para a fase embrionaria do zebrafish, sdo elas: fase de
zigoto, clivagem, blastula, gastrula, segmentacdo, faringula, e com a eclosdo da-se inicio a
fase larval (Figura 10), na qual ocorre a finalizacdo do sistema digestivo rudimentar e abertura
da boca, com inicio da alimentacdo exdgena (DAMMSKI et al, 2011). Na tabela 3 € possivel
visualizar os estdgios do desenvolvimento do zebrafish e as principais caracteristicas

fenotipicas de cada fase.
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Zigoto (0.5 hpf) Clivagem (0,75 hpf) Blastula (3 hpf) Gastrula (10 hpf)

3

\k
»
.

Scgmentacio (26 hpl) Faringula (31 bhpf) Eclosdo (50 bpl) Larva (7 dpl)

Figura 10- Fases embrionaria e larval do Danio rerio. Fonte: Resende & Soccol (2015, p.16)

Quando o animal apresenta o fenétipo de um mini-adulto, em inicio a fase juvenil,
caracterizada por um rapido crescimento e desenvolvimento, com a completa maturacéo e
funcionamento de todos os 6rgdos e sistemas organicos. Ao completar a primeira maturacao
sexual e estarem aptos a reproducdo, os animais atingem a fase adulta, sendo aptos a
reproduzirem de forma continua. O completo conhecimento sobre os estagios do ciclo de vida
do zebrafish possibilita saber quais ferramentas utilizar em cada estudo e a forma correta de
determinada exposicdo para o0 modelo animal (RESENDE & SOCCOL, 2015; DAMMSKI et
al, 2011).

Tabela 3 - Estagios de desenvolvimento e comprimento do corpo em zebrafish. Fonte: DAMMSKI et al (2011,
p.19).

Estagio (dias) Comprimento (mm) Descrigdo

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

Larva (14) 6 Bexiga natatoria cheia;
procura de alimento;
crescimento

Juvenil (30) 10 Nadadeiras e padrdo de
pigmentacdo dos adultos.
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Adulto jovem (90) 20 Reprodugéo

Adulto (1000) 40-50 Final da vida.

O zebrafish tem se destacado na comunidade cientifica e cada vez mais aplicado em
diferentes estudos como modelo experimental, por possuir diversas vantagens, tais como:
pequenas proporcdes corporais, facilidade no manejo em biotério, alta taxa de reproducéo,
embriGes transparentes, curto ciclo de desenvolvimento e por apresentar o genoma
sequenciado, bem como similaridade genética e funcional de cerca de 70% o0s seres humanos
(ALVES et al, 2022; DAMMSKI et al, 2011; XU et al, 2020). Ainda, 84% dos genes
relacionados a doencas em humanos apresentam ortélogos no zebrafish (HOWE et al., 2013).

A importancia do zebrafish nas pesquisas cientificas tem se tornado cada vez mais
perceptivel diante da gama de estudos que o mesmo pode ser utilizado (HOSTOVSKY et al,
2012; SEMREM, ZUNEC, PIZENT, 2018), como estudos envolvendo o desenvolvimento
embrionario, na avaliagdo de efeitos teratogénicos, alteragdes neurocomportamentais, na
avaliacdo ecotoxicologicas de agrotoxicos, produtos quimicos, farmacéuticos, metais e
microplasticos, o0s quais causam a poluicdo dos ecossistemas aquaticos, estudos
cardiovasculares, sobre o sistema imune, visual, endocrino e reproducdo, dentre outras
(ALVES et al, 2022; ARAUJO et al, 2021; TESOLIN et al, 2014; XU et al., 2020; ZHU et al,
2015).

O ambiente aquatico tem sido alvo de contaminantes como metais pesados,
agrotoxicos, produtos quimicos, dentre outros poluentes (TESOLIN et al, 2014; ZHU et al,
2015). Os organismos aquaticos, como 0s peixes por exemplo, quando expostos a esses
xenobioticos, podem absorvé-los e resultar em danos ao individuo exposto, bem como ao
nivel de populacdo e comunidades, com consequéncias ecoldgicas para 0s ecossistemas
aquaticos ( KOEHLER et al, 2004). De forma continua 0s organismos agquaticos sdo expostos
a produtos quimicos que resultam da producdo agricola de forma direta como o
escoamento superficial ou indireta por intermédio das cadeias troficas (LAKRA &
NAGPURE, 20009).

Plhalova et al. (2012), realizou experimentos com juvenis de zebrafish, expostos as
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concentragdes de 33 e 53 mg L * de metribuzin e constatou uma diminuicdo da ingestdo de
alimentos desses animais, e uma diminuigdo significativa no crescimento e peso corporal dos
peixes, bem como lesBes histopatolégicas foram observadas no figado, na concentragdo mais
alta de metribuzin (53 mg L 7). Entretanto, ainda ndo estdo claros os possiveis efeitos
ecotoxicoldgicos que a exposicdo a concentracdes de relevancia de metribuzin pode causar ao

longo do desenvolvimento embrionéario e larval dos peixes.

3 OBJETIVOS
Objetivo geral

Avaliar o estado redox do zebrafish (Danio rerio) ap0s exposi¢cdo ao herbicida a base de

Metribuzin durante seu desenvolvimento inicial.
Objetivo especifico

e Avaliar se ocorre desbalanco da defesa antioxidante em zebrafish expostos ao

herbicida a base de Metribuzin até 144 horas.

4 METODOLOGIA

Manutencéo dos animais e coleta dos embrides

Os espécimes adultos de zebrafish foram mantidos no Biotério de Peixes do Setor de
Histologia e Embriologia do ICBS — UFAL, de acordo com as recomendac@es descritas em
Dammski et al. (2011). O peixes foram acondicionados em aquarios de 3 litros de
policarbonato na proporcdo de 5 peixes por litro, mantidos em sistema de recirculacdo de
agua, com temperatura controlada de 26 °C e fotoperiodo de 14 horas claro/10 horas escuro,
sendo alimentados trés vezes ao dia com racdo comercial granulada e nauplios de artémia.
Para a coleta dos embrides, machos e fémeas na proporcdo de 2:1 foram colocados em um
Gnico aquério para reproducdo, com uma divisoria separando-os (Figura 11), para que no dia

seguinte com o inicio do ciclo de luz, esta reproducédo ocorresse.
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Figura 11- Imagens do Biotério de Peixes do ICBS - UFAL. (A) Estante com sistema de recirculagéo de agua
na qual sdo mantidos os adultos de zebrafish. (B) Vista lateral e (C) superior dos aquarios utilizados para a
reproducéo e coleta de embrides. Fonte: elaborado pelo autor.

Apobs a reproducdo, os embribes foram coletados do fundo dos aquarios, lavados
rapidamente em solucdo de 0,01% de Azul de Metileno e analisados em lupa para selecdo dos
embrides viaveis e descarte dos inviaveis (Figura. 12). Todos 0s procedimentos experimentais
adotados foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) — UFAL, n°
25/2020.
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Aqudrio de reprodugdo -
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%‘:/7 placa de petri

Figura 12- Procedimento de coleta e viabilidade dos embrides. Fonte: Adaptado de Lammer et al. (2009).




Exposi¢éo ao Metribuzin

Foi preparada uma solucdo estoque de herbicida a base metribuzin (HBM) a 10 mg L~
1 a partir da formulagdo comercial Sencor 480, produzido pela Bayer, contendo 480 g L™ e

680 g L de ingredientes inertes. Apds agitacio e dissolucdo, esta solugdo estoque foi

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

As concentragdes estabelecidas para o HBM neste estudo (0,0001 mg L%, 0,001 mg L~
10,01 mg L) possuem relevancia ambiental (ver tabela 4) e foram escolhidas uma vez que
causam <50% de mortalidade ao longo do periodo embrionario e larval em zebrafish,

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

Tabela 4 — ConcentracBes minimas e maximas de Metribuzin, encontradas em diferentes Localidades e matrizes.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Local Agua Sedimento Peixe Autor/ano
Estuario do
rio Sado, 0,88 ugL*? 0,027 pgg* Rodrigues, E.
Portugal em T.etal, 2019
2017
Bacia 0.01-0.16 pg L 5600 pg Lt | Sun,X; Liu, F;
hidrografica | ';0-0.09 ug L?; Fan, Y, 2019
do rio 0.08 ng L™
Baima,
China
0,35 ug LY
Regido 0,63 pg LY Xing, Z. et al.,
maritima, 0,041 pg LY 2012
Canada, de 351ugL?
2003-2007 1pg Lt
2005 2,0-75,00 g L
Sudeste de 0,22 ug L% Sanford,M;
Ontério, 0,14 pg L™ Prosser, R.S.
Canada Prosser, 2020
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0.0017 ug LY
Rio 0.8217 ug LY, Correia, N.B;
Samambaia, | 0.0007 pg L™; Carbonari,
Brasil 0.2897 pg L™ C.A,; Velini,
E.D, 2020
Rio Tejo, 0.48 ng LY, Rico, A. etal.,
Portugal 15.6 ng L* 2019

Essas concentracdes foram obtidas a partir da diluicdo da solucdo estoque em agua

reconstituida (1SO, 1996). Na tabela 5 estdo descritos os volumes de cada solucéo utilizados.

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

pelo autor.
Concentracdes Volume (ml) de Volume (ul) de Volume (ul) de
teste (mg L™) | 4gua reconstituida | agua reconstituida - | solugio mée a base
- Proveta Micropipeta de Metribuzin -
Micropipeta
Controle agua 100 - -
(CA)
0,0001 99 999 1ul
0,001 99 990 10ul
0,01 99 900 100ul

A seguir, os embrides viaveis foram expostos em placas de petri (Kasvi) (Figura 13),

até o limite de 3 horas pds fertilizagdo (hpf), contendo 30 embrides por placa (em duas placas,

para a obtencdo de 60 larvas/tratamento) em 30 ml de cada uma das trés diferentes
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concentracdes de metribuzin e do controle negativo (agua reconstituida= CA), totalizando 60

embrides expostos por tratamento em cada experimento.

% , N

oh 24h 48h 72h 96h 120h 144 h

Agua reconstituida
(CA)

Figura 13- Linha do tempo da exposicdo dos embrides/larvas de zebrafish a diferentes concentracbes de
metribuzin e grupo controle, até 144 h. Fonte: elaborado pelo autor.

Cada exposicdo foi realizada sete vezes (n=7), de modo a ter rigor estatistico para as
analises bioquimicas, conforme ja padronizado em nosso laboratério. A exposicdo foi
conduzida de forma semi-estatica, com troca dos tratamentos a cada 48 horas (Figura 14). Os
embrides foram mantidos a 26°C por 6 dias (144 horas) em uma estufa com demanda

bioguimica de oxigénio (BOD) e ciclo claro-escuro de 14:10.

Figura 14- Exposicdo dos embrides. Placas de petri com concentra¢des de metribuzin e grupo controle (CA).
Fonte: elaborado pelo autor.
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Ao final da exposicéo, as larvas de cada tratamento foram contadas e alocadas em
microtubo de 1,5 ml e entdo eutanasiadas em solucdo de 0,1% de benzocaina. Apos a remocao
de toda a solucéo, as larvas foram congeladas em nitrogénio liquido e entdo armazenadas em
freezer -80°C. Todas as condicBes necessarias para a exposicdo foram adaptadas a partir das
normas da Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico 236 (OECD,
2013).

Anélises bioguimicas

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 concentragdes, Foi adicionado, em cada eppendorf, 200ul de tampéo
fosfato de potéssio e acido etilenodiaminotetracético EDTA (0,1M), pH 7.4, procedendo a
seguir a homogenizacdo de cada amostras com o homogenizador Dlab D -160. Apos
homogeneizados, os tubos foram centrifugados 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 realizacdo das analises bioquimicas. De cada tubo e foi recolhido 200 pul de sobrenadante de
cada concentracdo e controle. Os pellets depositados no fundo de cada tubo também foram

armazenados a -80 °C para futuras analises.

Determinacdo da atividade da Catalase

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

H20, com o0 molibdato de amdnia, formando um produto de cor amarelada.

Na placa de 96 pocos foi adicionado 100 ul de tampéo fosfato de sddio e potassio pH
7.4, nos pocgos da curva padrdo (exceto nos dois primeiros pogos), do branco e dos testes
controle. Depois, em cada poco, de acordo com o desenho do mapa da placa, foram

adicionados 5 ul de cada homogenato.

Entdo pipetou-se 100 pl de H>O> (20 mmol/ L) nos pogos com amostra sem ser 0s de
teste controle e esperou-se 3 minutos, enquanto isso foi feita a pipetagem da curva padrao
como HO,. Foi colocado 100 pl nos dois primeiros pocos e nos dois segundos da curva,

com uma diluigdo seriada.

Foi colocado em todos os pogos 150 ul de molibdato de aménia (32,4 mmol/L) e feita
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a leitura da absorbancia a 374 nm, em leitor de microplacas e expresso em kU/ mg de

proteina. Aanalise foi realizada em triplicata para cada amostra.

Determinacdo da atividade da Superoxido Dismutase (SOD)

Foi determinada pelo método utilizado por Madesh & Balasubramanian (1998), que se
baseia na capacidade da enzima em realizar a dismutacdo do radical superdxido, proveniente

da auto-oxidacgdo do pirogalol, em peroxido de hidrogénio.

Para tal, 30 pl do homogenato foi adicionado em cada pogo da microplaca de 96
pocos, nos pocos do branco foi pipetado 45 ul de tampéo fosfato de potassio, pH 7.0, ja nos
pocos da curva padréo apenas 30 ul desta solucdo . E em todos 0s outros pocos restantes foi
adicionado 100 pl de tampédo fosfato de potassio pH 8.0. A seguir, em cada poco foi
adicionado 6 pl de brometo de 3-[4,5dimetiltiazol-2H]-2,5-difeniltetrazolium (MTT) (1,25
mmol/ L) . Por fim, foi pipetado 15 pl de solucéo de acido pirogalico (100 pumol/ L) em todos

0S po¢os, exceto nos dois pogos do branco.

A placa foi incubada a 37°C por 5 minutos, posterior a isso foi pipetado 150 ul de
dimetilsulfoxido (DMSO). A absorbancia foi medida a 570 nm, em leitor de microplacas. A
analise foi realizada em duplicata. A atividade da SOD foi calculada como unidades por
miligrama de proteina, com uma U de SOD definido como a quantidade que inibiu a taxa da

auto-oxidacdo de 50% do pirogalol.

Determinacéo 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 metabolizacdo do 1-cloro-2,4-nitrobenzeno (CNDB) pela GST
conjugado a glutationa reduzida (GSH), com aumento da absorbancia. A atividade da GST
foi avaliada em espectrofotdmetro (IL- 226-NM) com absorbancia de 340 nm. Para o branco,
foi adicionado na cubeta de quartzo, seguindo esta ordem, 686 uL de tampédo fosfato, pH 7.0,
7 uL de CNDB (0.1 mmol/L) e 7 uL de GSH (100 mmol/ L) (manuseada no gelo).

Para as amostras, foi adicionado na cubeta de quartzo, seguindo esta ordem, 679 pL de
tampdo fosfato, 7 pL de CNDB, 7 pL de GSH, todos nas mesmas concentragdes descritas

acima, bem como 7 pL de cada homogenato e a reacdo foi observada durante 90 s. Para
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calculo, foi feita a subtracdo do tempo 90s por 30s. Este ensaio foi realizado em triplicata e a

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

Quantificacdo de proteinas totais

A determinacdo da concentracao de proteinas totais presentes em cada homogenato foi
realizada pelo teste de Bradford (1976). Para tal foi preparada uma curva padrdo de 1,0 mg L™
de albumina em tampdo fosfato de potéassio pH 7.0, contendo 7 pontos. Em eppendorfs o
homogenato foi diluido (20x), sendo pipetado 5 pl em 395 ul de tampdo fosfato de potéssio
pH 7.0. Posterior a isso, foram pipetados desta diluicdo, 10 ul na placa de 96 pogos e entdo
adicionado, na auséncia de luz, 200 pl da solucdo de Bradford, visto que a analise se baseia na
reacdo deste reagente com as proteinas presentes. Apés 5 minutos, a leitura foi realizada em

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

Analises estatisticas

Os dados foram submetidos a analise 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 nivel de significancia de 5%. As analises estatisticas e plotagem dos graficos

foram executadas no software GraphPad (versao 8.01).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O estresse oxidativo tem sido um importante biomarcador em estudos de
ecotoxicologia aquatica, ocorrendo quando a producdo de ROS € superior a acdo das enzimas
envolvidas na defesa antioxidante (LIVINGSTONE, 2003; ADEYEMI, MARTINS-
JUNIOR, BARBOSA, 2015).

Estudos anteriores mostraram que diferentes agrotdxicos, tais como inseticidas,
herbicidas e fungicidas, tém a capacidade de alterar o status redox aceitando ou doando
eléetrons e podem elevar o nivel 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 exposicdo a concentracdes de relevancia

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

Apds a exposicdo de um animal a um contaminante ambiental, com a entrada e
metabolismo do mesmo em diferentes tipos celulares, sdo produzidos radicais livres como
02" e HO e substratos enzimaticos como o H20. (SHARMA et al., 2004). As enzimas
antioxidantes como SOD, CAT e GST exercem papel importante como mecanismo de defesa
das células contra a sintese exacerbada de espécies reativas impedindo que ocorram danos,
como por exemplo a oxidacdo das membrana plasmética da célula, como € refletido na

peroxidacdo lipidica e conseqliente 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 funcdo de catalisar a reagdo de
dismutacdo do radical superoxido em H20. e oxigénio molecular (O2). A CAT promove a
degradacdo da molécula de H>O. em agua e oxigénio para desintoxicacdo e evitando a
acumulacéo destas espécies reativas na célula (MAHARAJAN et al., 2018; BARBOSA et al,.
2010). No presente estudo, no qual os espécimes foram expostos a diferentes concentracdes
de um HBM por 144 horas, a atividade das enzimas CAT e SOD apresentou reducao
significativa (p<0.05) apenas para a maior concentracdo testada (0,01 mg L), quando

comparado ao grupo controle (Fig. 15 A, B).
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Figura 15. Estado redox de larvas de zebrafish (Danio rerio) expostas até 144 hpf a diferentes concentracdes de
Metribuzin (0,0001, 0,001, 0,01 mg L). No grupo controle (CA) foi usado agua reconstituida. (A) Atividade da
enzima Superoxido Dismutase (SOD), (B) Atividade da enzima Catalase (CAT). *Os asteriscos representam
diferenca estatistica das concentragdes de metribuzin e o grupo controle, pela Anova- One Way seguido de teste
Tukey (p<0,05). Dados sdo apresentados como média + erro padréo da média.
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A reducdo da atividade enzimética observada em nosso estudo aponta para ocorréncia
de um aumento das espécies reativas ap0s a exposicdo ao agrotdxico, a qual pode ter
sobrecarregado metabolicamente e interferido na produgéo de SOD e CAT, resultando assim
na exaustdo e deplecdo enzimética, com consequente comprometimento de suas funcdes
(OLIVEIRAZEt al., 2017).

E sabido que quando a geracdo de radicais livres consegue ser mais rapida que a sua
eliminagdo, as enzimas sofrem inativagdo e 0 estresse oxidativo continua a ocorrer no
organismo (CONG et al,. 2020). A reducédo de forma significativa das atividades de SOD e
CAT pode ter induzido a uma maior geracdo de estresse oxidativo pela exposicdo ao HBM,
reduzindo a capacidade de SOD em catalisar a dismutacdo do radical em H.O, e da CAT em
converté-lo. Portanto hd uma ineficiéncia dos organismos com relacdo a neutralizar as

implicagdes dos perdxidos de hidrogénio ( PIANCINI et al., 2015).

Em um estudo realizado por Blahova et al. (2013), foi verificado que a exposicdo de
juvenis de zebrafish a concentrages subletais de 0,3, 3, 30 ou 90 pg L * de Atrazina (a
qual é uma triazina, mesmo grupo quimico do herbicida metribuzin) por 28 dias, resultou na
reducdo da atividades de SOD no grupo expostos a maior concentracao de atrazina (90 ug L -
1). Neste mesmo estudo, ja para a CAT, houve inibicdo de sua atividade em todos 0s grupos
avaliados, levando os autores a concluir que a reducédo da atividade poderia ser o reflexo de
uma ineficacia no sistema antioxidante dos peixes ocasionado pela atrazina (BLAHOVA et
al., 2013).

O estudo de Maksymiv et al. (2015) também mostrou que a exposicdo do peixe
dourado Carassius auratus ao herbicida Metribuzin - formulacdo Sencor 70 WG - nas
concentracBes de 7; 14; 35,7 e 71,4 mg L? por 96 horas, promoveu uma diminui¢do na
atividade de CAT para a maior concentracdo testada. Tal resultado aponta para estresse
oxidativo, provavelmente causado por altas concentracbes de H20., resultando em um

comprometimento na atividade da enzima.

Em consoante, os achados de Moura et al. (2017) mostraram que a exposi¢do de
embrides de zebrafish por 96 h ao herbicida triazinico Ametrina, nas concentracfes de 0.004;
0.023; 0.190; 0.833; 5 e 10 mg L, também resultou na inibicdo da CAT nas maiores

concentragdes (5e 10 mg L™Y).



44

Ainda, em um estudo conduzido por Chang et al. (2020) em adultos (machos ou
fémeas) de zebrafish expostos a concentragdes nominais do acaricida e inseticida etoxazol -
do grupo quimico grupo quimico Difenil oxazolina - (0,145 mg L™ e 1,45 mg L™) por 15
dias, resultou na diminuicdo da atividade da SOD no figado dos animais testados para a

concentracdo mais alta, com mudanca significativa em 8 e 15 dias.

No presente estudo a atividade da enzima GST apresentou uma redugéo significativa
nas larvas de zebrafish para todas as concentragcdes testadas em comparagdo ao grupo
controle, mostrando ainda, uma reducdo mais acentuada para a menor concentracdo (0,0001
mg L) (Figura 16 C). Tal dado evidencia que os mecanismos de acdo das enzimas de
primeira fase da defesa antioxidante ndo conseguiram reduzir a toxicidade do herbicida a base
de metribuzin nas larvas de zebrafish, bem como sugere para a ocorréncia de uma maior

producdo de ROS na concentragdo de 0,0001 mg L! de metribuzin.

6~
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CA 0,0001 0,001 0,01

Metribuzin (mg L)

Figura 16. Estado redox de larvas de zebrafish (Danio rerio) expostas até 144 hpf a diferentes concentracdes de
Metribuzin (0,0001, 0,001, 0,01 mg L1). No grupo controle (CA) foi usado agua reconstituida. (C) Atividade da
enzima Glutationa S-transferase (GST). *Os asteriscos representam diferenca estatistica das concentracfes de
Metribuzin e o grupo controle, pela Anova- One Way seguido de teste Tukey (p<0,05). Dados sdo apresentados
como média + erro padrdo da média.

As GST’s fazem parte das principais enzimas antioxidantes (YANG & LEE,
2015). Esta enzima desempenha um papel vital na fase Il da biotransformacdo realizando a
desintoxicacdo de xenobidticos, como herbicidas, tornando esses compostos quimicos mais

sollveis em agua através da conjugacdo com a glutationa (GSH) e consequentemente
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reduzindo a toxicidade dos mesmos e facilitando a sua eliminacéo pelas células (CATANEO
et al., 2003; OLIVEIRAZ et al., 2017).

A atividade diminuida da enzima GST em resposta a exposicdo do herbicida verificada
em nosso estudo, sugere um comprometimento do mecanismo de resposta antioxidante ao
excesso de ROS, culminando na indugdo do estresse oxidativo. A deple¢do nos niveis de GST
pode ser oriunda de sua forma oxidada, e esse aumento pode resultar na inativagdo
oxidativa da glutationa redutase (LUSHCHAK, 2011).

Corroborando nossos dados, o estudo de Gaaied et al. (2019) desenvolvido em
embrides e larvas de zebrafish expostos a concentragdes subletais (0,02, 0,051, 0,128, 0,32,
0,8 mg L) do herbicida &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) por 96h , mostrou que a
atividade da GST foi inibida nas concentragGes a partir de de 0,051 mg L. Tal inibigdo é
atribuida ao comprometimento da via GST, em resultado a um aumento significativo do

estresse oxidativo.

Ja no mesmo estudo de Blahova et al. (2013) descrito acima, também foi detectado
que a exposicdo de juvenis de zebrafish a 90 pg L por 28 dias, diminuiu a atividade da
GST. Sendo assim, a diminuicdo da atividade de GST, bem como dos niveis de GSH, pode

ter causa na producdo demasiada de ROS, ocorrendo deplecdo de GSH e inativando a GST.

Por outro lado, Hostovsky et al. (2012), observou que em embrifes de carpa comum
(Cyprinus carpio) expostos ao Metribuzin nas concentracdes de 0,9, 4, 14 e 32 mg L, por
30 dias que a atividade da GST estava aumentada na maior concentracdo, bem como a

atividade da GR nas concentragdes de 0,9, 4 e 14 mg L2,

E importante salientar que, os niveis da atividade da GST e outras enzimas
antioxidantes podem diferenciar entre as espécies, estdgio do desenvolvimento, tecidos e
orgaos avaliados (BEAULIEU & COSTANTINI, 2014; CONSTANTINE 2019), além do tipo
de xenobidtico, concentracdo/dose e tempo de exposicdo (HOSTOVSKY et al,. 2012).

Assim, os resultados obtidos neste estudo reforcam que o HBM pode ter um efeito
prejudicial ao meio ambiente afetando a salude dos organismos aquaticos, como 0S peixes,
expostos a este xenobiotico, diante da inibicdo da defesa antioxidante e aumento do estresse
oxidativo, gerando dano celular. Bem como também é importante salientar o potencial risco a
salde humana diante da contamina¢do no consumo da agua, alimentos ou intoxicagdes via

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

6 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos apontam que a exposicdo de embrides/larvas de zebrafish a
concentragdes de relevancia ambiental do herbicida Metribuzin Sencor 480, por 144 hpf,
perturba o equilibrio redox e promove estresse oxidativo, visto que induziu reducdes
significativas nas atividades das enzimas antioxidantes SOD e CAT na concentragdo mais
alta (0,01 mg L! ) e GST em todas as concentragGes testadas, alteragdes subletais que podem

comprometer a homeostase animal.

Os herbicidas triazinicos sdo um grupo de agrotoxicos muito utilizado no Brasil e
no mundo, porém porém seu impacto sobre a biota a nivel de individuo, populagéo,
comunidade e ecossistemas ainda sdo incipientes, sendo necessario outros estudos que
envolvam a avaliagdo de multiplos biomarcadores, a nivel celular, tecidual, fisiolégico e

comportamental, dentre outros.
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