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RESUMO 

 

A grande utilização de herbicidas no Brasil levanta o questionamento sobre os possíveis danos 

que esses podem causar tanto ao meio ambiente quanto aos seres que vivem nele devido a 

dispersão aérea do herbicida, por lixiviação ou carreamento, afetando os animais aquáticos que 

sofrem diretamente com os impactos dessas aplicações. O metribuzin é um herbicida que sofre 

lixiviação, sendo amplamente utilizado para eliminar ervas daninhas das culturas como soja, 

algodão e principalmente cana-de-açúcar. Visto isso, há uma necessidade de aferir o impacto 

dessa substância nos cursos d’agua e nos indivíduos que ali habitam, então optou-se por uma 

espécie aquática levando em conta sua sensibilidade ou tolerância a diversos tipos de alterações 

em seu habitat. A espécie sentinela usada foi a Curimatã Pacu (Prochilodus argenteus), 

endêmica do rio São Francisco e de importância para a subsistência ribeirinha, bem como o 

comercio local. Pensando nesses impactos, esse trabalho tem como objetivo avaliar a atividade 

de catalase hepática e a concentração proteica total após a exposição ao metribuzin e analisar a 

cinética enzimática dessa mesma enzima em peixes sadios. Os peixes foram submetidos a um 

experimento correlacionando concentração num período de tempo, onde as concentrações de 

metribuzin foram 37.32, 74.65, e 111,97 mg.L-1, durante 24 e 96h. Foi constatado uma 

diminuição significativa (de acordo com o teste estatístico de Tukey) da atividade de catalase 

com a maior concentração (111,97 mg.L-1), quando comparado ao controle em 24 e 96h, sendo 

a inibição respectivamente 64,41% e 78,91%. A concentração proteica total diminui 36,83% 

em 24h e 35,94% em 96h. Para a cinética enzimática se utilizou concentrações de H2O2 entre 

0.5 e 24.26 mM obtendo-se as constantes cinéticas Km (80,58 ± 12,83 M), Vmáx (2,06 ± 0,2486 

M.min-1). O decaimento de atividade e de proteínas totais mostram o potencial tóxico do 

metribuzin, a cinética realizada mostrou que a catalase não segue o modelo proposto por 

Michaelis-Menten e as constantes cinéticas foram obtidas por estimativa de valores.   

 

Palavras-chave: Catalase. Metribuzin. Prochilodus argenteus. Cinética enzimática. 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

The widespread use of herbicides in Brazil raises questions about the possible damage they may 

cause to the environment and the beings that live in it due to the aerial dispersal of the herbicide, 

by leaching or hauling, affecting aquatic animals that suffer directly from the impacts. of these 

applications. Metribuzin is a leaching herbicide that is widely used to eliminate weeds from 

crops such as soybeans, cotton and especially sugar cane. Given this, there is a need to gauge 

the impact of this substance on the watercourses and individuals living there, so we opted for 

an aquatic species taking into account its sensitivity or tolerance to various types of changes in 

its habitat. The sentinel species used was Curimatã Pacu (Prochilodus argenteus), endemic to 

the São Francisco River and of importance to the riverside subsistence, as well as local trade. 

Thinking about these impacts, this work aims to evaluate liver catalase activity and total protein 

concentration after exposure to metribuzin and to analyze the enzymatic kinetics of this same 

enzyme in healthy fish. The fish were subjected to an experiment correlating concentration over 

a period of time, where metribuzin concentrations were 37.32, 74.65, and 111.97 mg.L-1 over 

24 and 96h. It was found a significant decrease (according to Tukey's statistical test) of catalase 

activity with the highest concentration (111.97 mg.L-1) when compared to control at 24 and 

96h, with inhibition respectively 64.41 % and 78.91%. Total protein concentration decreased 

36.83% in 24h and 35.94% in 96h. For the enzymatic kinetics H2O2 concentrations between 0.5 

and 24.26 mM were used to obtain the kinetic constants Km (80.58 ± 12.83 M), Vmax (2.06 ± 

0.2486 M.min-1). The activity and total protein decay show the toxic potential of metribuzin, 

the kinetics performed showed that the catalase does not follow the model proposed by 

Michaelis-Menten and the kinetic constants were obtained by estimation of values. 

 

 

Keywords: Catalase. Metribuzin. Prochilodus argenteus. Enzyme Kinetics. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O primeiro agrotóxico foi sintetizado por Othomar Zeidler em 1874 e recebeu o nome de 

DDT (Diclorodifeniltricloroetano). Porém só em 1939 Paul Muller descobriu o efeito inseticida 

e antimalárico do DDT, recebendo o prêmio Nobel por isso em 1948.  Foram inicialmente 

utilizados como armas químicas, em maior quantidade na segunda guerra mundial. 

(KATSURAGAWA et al., 2008). 

Com o desenvolvimento tecnológico e científico, novos princípios ativos foram 

desenvolvidos ou reformulados para que se houvesse um menor impacto ao meio ambiente e a 

quem tem contato direto com esse tipo de produto. Entretanto, a utilização em massa pela 

maioria dos países, inclusive o Brasil, levanta o questionamento contínuo do quão agressivos 

esses produtos podem ser, a quem eles podem atingir e como atingirão. 

O Brasil é um país de grande produção agropecuária e em especial de monoculturas como 

a soja, algodão e a cana-de-açúcar com uma crescente expansão na utilização de novas 

tecnologias e insumos para a produção. No que se diz respeito à utilização de agentes químicos 

para o controle de pragas, essas culturas utilizam agrotóxicos, que são divididos em 4 grandes 

grupos: herbicidas, pesticidas, fungicidas e inseticidas. Nas plantações de cana de açúcar, um 

dos herbicidas mais utilizados é o Metribuzin, por conseguir remover uma ampla variedade de 

ervas daninhas.  

Por sofrer lixiviação, esse herbicida pode chegar a cursos d’água contaminando e gerando 

impactos na biota aquática daquela região. Tendo em vista a grande utilização e do potencial 

de lixiviação desse herbicida, faz-se necessário analisar os impactos desse uso e possíveis danos 

quem venha causar ao ambiente e aos que vivem nele, principalmente quando se analisa o efeito 

dessa contaminação como aumento das espécies reativas de oxigênio (ERO’s) e a atuação do 

sistema de defesa antioxidante. 

Para analisar um possível impacto desse herbicida em peixes, foram realizados 

experimentos com uma espécie de peixe endêmica do rio São Francisco, o Prochilodus 

argenteus (curimatã-pacu), para quantificar as alterações da atividade de catalase hepática e 

quantidade de proteínas totais após a exposição ao metribuzin e a cinética enzimática de catalase 

hepática dessa mesma espécie (sem exposição) para avaliar o comportamento enzimático.  
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Herbicidas 

 

Os herbicidas são uma classe de agrotóxicos utilizados no tratamento contra ervas 

daninhas de diversas culturas. Dados recentes mostram que em 2017 o Brasil comercializou 

US$ 8,893 bi de agrotóxicos e que desse valor, apenas com herbicidas, foram gastos 

aproximadamente 3,1 bilhões de dólares, correspondendo a 35% do total. O custo total foi 7% 

menor que em 2016, quando foram comercializados US$ 9,56 bi. Também em 2017, 11,7% do 

valor da comercialização de agrotóxicos foi direcionado à cana-de-açúcar que correspondeu a 

pouco mais de um bilhão e quarenta e dois milhões de dólares (1.042.474.723 US$) 

(SINDVEG, 2019). 

Há diversos modos de classificação dos herbicidas: através da sua seletividade, sendo 

seletivo ou não-seletivo; a partir da sua translocação, com ação de contato ou ação sistêmica; 

analisando o período de utilização: pré-plantio, pré e pós-emergencial; e ainda a partir da 

estrutura química, do mecanismo de ação, propriedades físico-químicas, potencial de 

lixiviação, solubilidade, polaridade e forma de dissociação (CARVALHO, 2013; OLIVEIRA 

JR, 2011). Atualmente a classificação é dada a partir do mecanismo de reação dos herbicidas e 

esses são catalogados como mostra a tabela 1:   

 

Tabela 1. Classificação dos herbicidas de A a Z, de acordo com o mecanismo de reação 

Classificação Mecanismo Grupo químico Exemplo 

A Inibidores da acetil 

CoAcarboxilase – 

ACCse 

Ciclohexadionas e  

ariloxifenoxipropionatos  

(ZAMBOLIM, 

ZUPPI e SANTIAGO, 2008). 

Cletodim 

B Inibidores da 

acetolactase sintase – 

ALS 

Imidazolinonas e sulfoniluréias 

(ZAMBOLIM, 

ZUPPI e SANTIAGO, 2008). 

 

Imazapir 

C Inibidores do 

fotossistema II 

(C1,C2,C3) 

Triazinas e Uréias  

(ROMAN et al., 2005) 

Metribuzim, Diurom e 

Bentazona 

D Inibidores do 

fotossistema I 

Bipiridilos 

 (RODRIGUES; ALMEIDA, 1998). 

Paraquate 
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E Inibidores da 

protoporfirinogênio 

oxidase – PROTOX 

Difenil-éteres, triazolinonas, n-fenil-

ftalimidas, oxidazolinas e 

triazolinonas (CARRETERO, 2008). 

Flumioxazina 

F2 Inibidores da síntese 

do caroteno 

Isoxazolidinona, piridazinonas, 

Isoxazol, tricetonas. (ZAMBOLIM, 

ZUPPI e SANTIAGO, 2008). 

Isoxafutol 

 

F4 Inibidores da DOXP-

Sintase 

Isoxazolidinona (ZAMBOLIM, 

ZUPPI e 

SANTIAGO, 2008). 

Clomazona 

G Inibidores da EPSP’s Glicina (ZAMBOLIM, 

ZUPPI e 

SANTIAGO, 2008). 

Glifosato 

H Inibidor de Glutamina Homoalanina substituída  

(ANVISA, 2019). 

Amônio Glufosinato 

I Inibidor do DHP Sulfanililcarbamato  

(AGROLINK FITO, 2019) 

Asulam 

K1 Inibidores da 

formulação de 

microtúbulos 

Dinitroanilina  

(AGROLINK FITO, 2019) 

Trifuralina 

K3 Inibidores da síntese 

de ácidos graxos de 

cadeia longa 

Tiocarbamatos, 

Ariloxifenoxipropionatos e 

Ciclohexanodionas  

(ROMAN et al., 2005) 

S-metolacloro 

L Inibidores da síntese 

da parede celular 

Alquilazina e 

Acidoquinolinocarboxílico 

(AGROLINK FITO, 2019) 

Indaziflam e 

Quincloraque. 

N Inibidor da síntese de 

lipídeos 

Ariloxifenoxipropionatos 

(ZAMBOLIM, 

ZUPPI e SANTIAGO, 2008). 

Tiobencarbe 

O Mimetizadores de 

Auxina 

Ácido benzóico, 

Ácidoariloxialcanóico, Ácido piridin-

carboxílico e Ácido quinolin-

carboxílico (ROMAN et al., 2005) 

Ácido 

diclorofenóxiacético 

(2,4-D) 

Z Organoarsenical Organoarsênico (AGROLINK FITO, 

2019) 

Metil arsenato 

monossódico 

 

Fonte: Adaptado de Associação Brasileira de Ação à Resistência de Plantas Daninhas aos Herbicidas – (HRAC-

BR), 2018. 
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Essa extensa quantidade de parâmetros abre um leque de possibilidades de produtos a 

serem utilizados em diversos tipos de plantio o que acaba aumentando a quantidade de 

herbicidas utilizados e contribuindo para um aumento da contaminação do solo e de corpos 

d’água. Dessa forma, tende a aumentar a quantidade de indivíduos não-alvo a serem atingidos 

e diversificar ainda mais os possíveis danos a esses indivíduos.  

Vários estudos realizados comprovam os danos causados tanto em seres humanos – 

estudo publicado pela Fiocruz (FRIEDRICH, 2014) que avaliou os efeitos tóxicos sobre o 

sistema reprodutivo, hormonal e câncer para seres humanos após o uso do ácido 

diclorofenoxiacético (2,4-D) – como em peixes (TUREK et al., 2017; HUSAK et al., 2014; 

NWANI et al., 2010), ratos (ELALFY et al., 2017) e diversas outras espécies. 

Segundo a Agência Embrapa de Informação Tecnológica – AGITEC, a toxicidade dos 

agrotóxicos é quantificada em ensaios de Dose Letal – DL50 que, com esses resultados, 

classificam os herbicidas em classes toxicológicas como na tabela abaixo:  

 

Tabela 2. Classes toxicológicas dos agrotóxicos com base na DL501 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dose letal 50 aguda - DL 50 - por via oral e dérmica, para animais de laboratório, para os produtos técnicos e 

produtos formulados. Concentração letal 50 inalatória - CL 50 - para produtos formulados: fumigantes, 

vaporizáveis, voláteis e pós com partículas de diâmetro igual ou menor que 15 micrometros, nas condições de uso. 

 Fonte: Adaptado de BARRIGOSI, 2018 e AGITEC, 2018. 

 

 

Verde intenso 

Azul intenso 

Amarelo intenso 

Vermelho intenso 

II 

III 

IV 
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2.1.2 Metribuzin 
 

Metribuzin ou 4-amino-6- {1,1-dimetiletil} -3- {metiltio} - 1,2,4-triazina- 5 (4H) -ona é 

um herbicida pré e pós-emergente pertencente ao grupo químico das triazinonas e é usado para 

remoção uma ampla variedade de ervas daninhas nas culturas de soja, batata, cana-de-açúcar, 

tomate, café e outras. Tem uma solubilidade em água, em torno de 1,22 mg / L; uma baixa 

persistência no solo e uma meia vida entre 5 e 50 dias em solo podendo variar de acordo com 

cada tipo de solo pois é pouco móvel em solo com alto teor de matéria orgânica e tem sua 

mobilidade aumenta em solos com pH alto. Possui um valor de DL50 de 1,09 g/kg para ratos 

(CHAUHAN E KUMARI, 2007; QUESADA-MOLINA et al. 2007; ROMAN et al., 2005). 

 

Figura 1. Estrutura tridimensional molecular do Metribuzin 

 

 

Em azul: átomos de Nitrogênio; em amarelo: átomo de Enxofre; em cinza: átomos de Carbono; e em branco: 

átomos de Hidrogênio. Fonte: O autor, 2019. 

 

Parâmetros utilizados para avaliar impactos causados por herbicidas, como a capacidade 

de transporte de herbicidas proposto pela Environmental Protection Agency (EPA) e o índice 

proposto por Groundwater Ubiquity Score (GUS), que avalia o potencial de contaminação de 

água subterrânea por herbicida, indicam o metribuzin como passível de lixiviação e por isso se 

torna um potencial contaminante de águas subterrâneas (BRITO, 2012). 

Esse herbicida age pela inibição da fotossíntese por interferência com o transporte de 

elétrons na reação de Hill do fotossistema-II (ligam-se a um sítio de ligação da plastoquinona 

fotossistema II no complexo de proteínas D1 fundado nas membranas dos tilacóides dos 

cloroplastos), resultando na destruição das membranas do tilacóide e a morte celular 

(STEPANOV et al., 2012).   
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 Em organismos não-alvos mostrou alterações histopatológicas no fígado e nos rins, 

aumento da glucose-6-fosfato desidrogenase e lactato desidrogenase como marcador de lesão 

tecidual e celular; diminuição da glicose, colesterol, nível de proteína total e enzimas como 

catalase e acetilcolinesterase e aumento nos parâmetros de estresse oxidativo em estudo de 

quatro semanas com Gold fish (Carassius auratus L.) de acordo com Husak et al., 2014.  

 

2.2 Contaminação em ambientes aquáticos 

 

É de vasto conhecimento que os agrotóxicos são potencialmente tóxicos ao meio 

ambiente e isso inclui os corpos d’água, sejam eles de águas superficiais ou subterrâneas.  A 

contaminação desses ambientes causa desequilíbrios na biota da região e um possível dano aos 

moradores locais que se utilizam desses corpos d’água (OLIVEIRA, 2018).   

Os agrotóxicos podem chegar aos rios através de um processo de carreamento superficial 

que é o arraste horizontal do herbicida no solo até os corpos hídricos (AMÉRICO et al., 2015) 

ou lixiviação que segundo Carvalho (2013), é o processo de carregamento vertical do herbicida 

no solo, ou seja, em profundidade, e que  dependerá de fatores como o tipo de solo, a quantidade 

de precipitação e a quantidade de matéria orgânica existente no terreno.  

Além disso, o  

Diversos tipos de agrotóxicos, inclusive herbicidas, foram detectados em águas 

superficiais por diversos estudos, em vários países como Espanha, Japão, China, Portugal e 

Brasil. As maiores concentrações são medidas após períodos de chuvas intensas que acabam 

carreando superficialmente e lixiviando esses compostos (DORES e DE-LAMONICA-

FREIRE, 2001; AMÉRICO et al., 2015). No caso dos herbicidas, podem ocasionar alterações 

tanto em plantas aquáticas, com a inibição da fotossíntese e de enzimas importantes, quanto em 

moluscos e peixes com a inibição de enzimas e estresse oxidativo (AMÉRICO et al., 2015).  

 

2.3 Peixes como sentinela  

 

Estudos com animais são realizados a fim de compreender a ação de poluentes e avaliar 

impactos em corpos hídricos atingidos por metais pesados, pesticidas, parasitas ou outro tipo 

de contaminação a qual esses animais estejam expostos, e as possíveis consequências  aos que 

sofram direta e indiretamente com essa contaminação como os humanos (OLIVEIRA, 2018; 
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GATTI; MAGALHÃES, 2018; FRANÇA, 2017; KOUTNIK et al., 2017;   NEVES, 2016; 

HUSAK et al., 2014; BERNET et al., 1999). 

A poluição da água pode causar diversos distúrbios na biota aquática e essas alterações 

podem ser bioquímicas, celulares, endócrinas que podem desencadear mudanças na população 

de determinada espécie em decorrência de possíveis alterações genéticas e de comportamento 

oriundos da exposição desses animais a esses xenobióticos (FLORES-LOPES; MALABARBA, 

2007). 

Esses poluentes podem ser encontrados em concentrações consideradas normais no meio 

líquido e se acumular em quantidades aceitáveis nos níveis mais baixos da cadeia trófica. 

Entretanto, ao longo da cadeia a biomagnificação atinge de forma mais intensa os organismos 

do topo da cadeia trófica, que nesse caso são os peixes, camarões, etc., o que pode impactar não 

só a biota da região, mas também trazer malefícios ao ser humano que se alimenta desses 

(MORAES e JORDÃO, 2002).  

A exposição pode ser avaliada por medida da concentração do agente químico em 

amostras ambientais, como o ar (monitorização ambiental), ou através da medida de parâmetros 

biológicos (monitorização biológica), denominados indicadores biológicos ou biomarcadores 

(AMORIM, 2003). A utilização de biomarcadores, que de acordo com Van der Oost (2003) é 

definido como uma resposta biológica, sendo ela de nível molecular, celular, fisiológica, de 

comportamento ou alterações que podem estar relacionadas com a exposição aos efeitos de 

produtos químicos ambientais. 

Os peixes têm sido escolhidos como organismo sentinela por permitir o monitoramento 

de diversos parâmetros inclusive da toxicidade aquática porque são, os organismos mais bem 

compreendidos no meio aquático e possuem relevante importância para o homem como fonte 

alimentar. Além disso, a mobilidade desses animais permite avaliar o efeito regional em grande 

escala de uma possível contaminação em determinada região (OSMAN et al., 2010).   

Com os avanços dos estudos sobre biomarcadores, as respostas sobre contaminação de 

ambientes aquáticos se tornaram mais precisas permitindo avaliar aspectos bioquímicos das 

espécies afetadas. Dentro desse contexto, a análise com biomarcadores, principalmente os 

oriundos de peixes, pode fornecer dados relevantes para que se realize uma proposta de 

biorremediação e assim diminuir ou impedir a expansão dos impactos causados naquela região 

(DELUNARDO, 2010).  
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2.4 A espécie Curimatã-Pacu (Prochilodus argenteus) 

 

O Prochilodus argenteus (curimatã-pacu), também conhecido no Brasil como xira, foi 

descrito e catalogado inicialmente por SPIX e AGASSIZ (1829) em uma expedição ao território 

brasileiro. Trata-se de uma espécie detritívora, base da cadeia trófica e por isso está mais sujeita 

à toxidade provocada pela lixiviação de produtos como agroquímicos. É uma espécie 

neotropical, migradora (SILVA et al., 2016) com taxonomia:  

 

            Classe Actinopterygii; 

Ordem Characiformes; 

Família  Prochilodontidae; 

Gênero Prochilodus. 

 

    Fonte: Taxonomia da espécie segundo Nelson (2006). 

 

A espécie é originalmente endêmico da bacia do Rio São Francisco, mas também foi 

distribuído, posteriormente, em várias bacias hidrográficas do Nordeste, sendo de grande 

importância social e ecológica para essa região do Brasil (SILVA et al., 2016) e chega a 

representar 40% dos desembarques de pescado em algumas localidades do Baixo São Francisco 

(SOARES  et al., 2011).  

Segundo Coimbra et al. (2017), ao longo dos anos houve uma diminuição da aparição do 

P. argenteus no médio e baixo São Francisco, o que incluiu a espécie no programa de 

conservação das espécies com a inclusão de alevinos. Entretanto, esse processo deve ser 

acompanhado de um monitoramento genético prévio para que essa inclusão não implique em 

alguma variabilidade genética futura como as já encontradas por Barroca et al. 2012. 

 

2.5 Espécies Reativas de Oxigênio (ERO’s)  

 

O efeito de xenobióticos podem alterar a homeostase dos peixes criando condições onde 

se favoreça a formação de espécies reativas de oxigênio. As principais ERO's distribuem-se em 

dois grupos, os radicalares: representados pelos radicais hidroxila (HO•), superóxido (O2•−), 

peroxila (ROO•) e alcoxila (RO•) e os não-radicalares como o oxigênio singleto, peróxido de 

hidrogênio e ozônio. 
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2.5.1 Espécies radicalares 

 

2.5.1.1 Radical hidroxila (•OH) 

 

É o mais reativo e mais lesivo radical conhecido para o qual o organismo humano não 

dispõe de mecanismo de defesa. Reage com uma série de endobióticos, causa modificação no 

DNA, danos nas proteínas, inativação enzimática e peroxidação lipídica. É formado 

principalmente por dois mecanismos: reação de H2O2 com metais de transição (reação de 

Fenton e reação de Haber-Weiss) e homólise da água por exposição à radiação ionizante e 

devido ao fato da célula possuir metais de transição, facilitando a geração do radical HO• em 

seu interior. (VASCONCELOS et al., 2007; BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). 

 

2.5.1.2 Radical superóxido (O2-•) 

 

O ânion superóxido (O2-•) é o mais comumente gerado a partir de elétrons que escapam 

da cadeia transportadora das mitocôndrias e reduzem o O2 presente nas células. São também 

gerados continuamente por outros processos celulares que envolvem atuação enzimática 

(enzimas como xantina oxidase e NADPH oxidase) e pela redução monoeletrônica de O2. A 

produção de grande quantidade de O2-• realizada pela NADPH Oxidase (Nox) nas células do 

sistema imunológico é utilizada com finalidade de matar microrganismos invasores. 

Rapidamente desaparece em solução aquosa por dismutação e em solução aquosa é um oxidante 

fraco. (MARTELLI; NUNES, 2014; VASCONCELOS et al., 2007). 

 

2.5.1.3 Radicais peroxila (RO2 •) e alcoxila (RO•) 

 

Formados durante a decomposição de peróxidos orgânicos e reações de carbono radicalar 

com oxigênio, como na peroxidação lipídica que pode ser catalisada por íons ferro e por 

conversão de hidroperóxidos lipídicos (LOOH) em radicais alcoxila (LO•) e peroxila (LOO•) 

(VASCONCELOS et al., 2007; FERREIRA; MATSUBARA, 1997). 

 

2.5.2 Espécies não radicalares 
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2.5.2.1 Peróxido de hidrogênio (H2O2) 

 

O H2O2 é um metabólito do oxigênio extremamente importante, mas que pode ser 

igualmente prejudicial, pois participa de reações que produzem o OH. (reações de Fenton e 

Haber-Weiss). O H2O2 tem vida longa, pode atravessar camadas lipídicas, é capaz de reagir com 

a membrana eritrocitária e com proteínas ligadas ao Fe++. Assim, é altamente tóxico para as 

células e essa toxicidade pode ser aumentada de dez para mil vezes quando em presença de 

ferro, como ocorre, por exemplo, na hemocromatose transfusional (acúmulo de ferro nos 

tecidos a partir de transfusão) (ROVER JÚNIOR et al., 2001; FERREIRA, MATSUBARA, 

1997). 

É um intermediário formado pela reação de dismutação de O2•– catalisada pela enzima 

Superóxido Dismutase (SOD), pela redução de 2e- na molécula de O2 e pela ação de diversas 

enzimas oxidases in vivo, localizadas nos peroxissomas. Propaga-se com facilidade dentro e 

entre as células in vivo e pode também inativar algumas enzimas, oxidar moléculas como 

piruvato e α-cetoglutarato, degradar proteínas como mioglobina, hemoglobina e citrocromo c e 

oxidar o DNA (DNA nuclear e mitocondrial) e lipídeos. (VIZZOTTO, 2017; DA SILVA, 

GONÇALVES, 2010; VASCONCELOS et al., 2007). 

 

2.5.2.2 Oxigênio singlete (1O2 *) 

 

É forma excitada de oxigênio molecular e não possui elétrons desemparelhados em sua 

última camada. A forma mais deletéria do oxigênio ao organismo é o oxigênio singleto (1O2 ), 

pois é  o estado eletronicamente excitado do oxigênio, não possui elétrons desemparelhados em 

sua última camada e é produzido por reações fotoquímicas ou por outras radiações; reage com 

um grande número de moléculas biológicas, incluindo lipídeos da membrana, iniciando 

processos de peroxidação 1O2 (BARREIROS,  DAVID,  DAVID et al., 2006; VASCONCELOS 

et al., 2007). 

 

2.5.2.3 Ozônio (O3) 

 

Produzido no ar atmosférico poluído e por fonte de luz intensa de algumas fotocopiadoras 

e outros equipamentos. É extremamente danoso ao pulmão, oxidando rapidamente proteínas, 

DNA e lipídeos. (VASCONCELOS et al., 2007). 
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2.6 Sistema de defesa antioxidante 

 

O sistema de defesa antioxidante (SDA) tem a função de inibir e/ou reduzir os danos 

causados pela ação deletéria dos radicais livres ou das espécies reativas não-radicalares 

(BARBOSA et al., 2010). O SDA inclui enzimas, espécies redutoras (sequestrante de elétrons) 

e nutrientes; todos encarregados de eliminar e reduzir os efeitos das ERO’s na célula. No 

organismo, existe um equilíbrio entra as ERO’s e o SDA; quando este se desequilibra em favor 

das ERO’s, ocorre, na célula, o estresse oxidativo (EO) que é considerado componente central 

de diversas patologias (VALLE, SÁNCHEZ. 2013; POLJSAK. 2011).  

As ERO’s são produzidas durante o processo metabólico no organismo humano, assim 

para gerar energia as reações de oxidação-redução são imprescindíveis. Essas reações 

caracterizam-se na transferência de elétrons de um reagente para outro, desse modo na molécula 

que doa elétrons há oxidação e a que recebe tem-se redução. No oxigênio (O2) proveniente da 

respiração ocorre a redução, nesse processo de ganho de elétrons o O2 gera as espécies reativas 

pela redução de um elétron produzindo o ânion superóxido (O2-•) e pela redução de dois 

elétrons formando o peróxido de hidrogênio H2O2, além disso, o ânion superóxido é formado 

nas mitocôndrias durante o processo de respiração celular. (SANTOS et al., 2018). 

Os organismos aeróbicos produzem a maior parte da energia química consumindo 

oxigênio em suas mitocôndrias. Esse processo ocorre na cadeia transportadora de elétrons e 

produz ERO’s como os radicais superóxido (O2•-), hidroxila (OH•) e peroxinitrito (ONOO-), e 

o íon hidroxila (OH-) como produtos da reação.  As mitocôndrias são, portanto, a principal 

fonte de armazenamento de oxigênio intracelular. Em contrapartida, o excesso de O2 nas células 

é nocivo devido a uma maior formação das espécies reativas geradas durante sua oxidação 

(BARBOSA et al., 2010; POLJSAK. 2011). Para diminuir os efeitos das ERO’s o SDA entra 

em ação para eliminar essas espécies como demonstrado na figura a seguir: 
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Figura 2. Integração dos sistemas de defesa enzimático  

Fonte: BARBOSA et al., 2010. 

Entretanto, as ERO’s podem ser provenientes fontes não-mitocondriais que incluem 

fatores ambientais poluentes, poluentes em alimentos, radiação, ou são os subprodutos de outros 

processos metabólicos nos organismos. As defesas celulares e de tecidos contra ERO’s incluem 

as enzimas superóxido dismutase (Mn-SOD, Cu / Zn-SOD e extracelular (EC) -SOD), catalase, 

glutationa peroxidase, peroxirredoxinas e os antioxidantes não enzimáticos, glutationa (GSH), 

tioredoxina, ascorbato, α-tocoferol e ácido úrico (POLJSAK, 2011). 

2.7 Biomarcadores enzimáticos 
 

O aumento no uso de biomarcadores em estudos toxicológicos se dá pela obtenção de 

resultados em curto prazo. Esse aumento pode ser explicado pelo fato de o método propiciar 

uma verificação da intensidade de contaminação e dos efeitos adversos o que favorece a 

proteção das espécies locais e a detecção precoce de perturbações ambientais de uma possível 

contaminação por substâncias tóxicas (FREIRE et al., 2008).  

Os biomarcadores são classificados em biomarcadores de exposição, de efeito e de 

suscetibilidade. Os biomarcadores de exposição são utilizados para avaliar a exposição 

individual ou em grupo para uma substância particular (dose interna). Já os de efeito são 

utilizados para analisar impactos adversos de adaptação do organismo (moleculares, 

bioquímicas, citológicas, fisiológicas, etc) à contaminação e os de suscetibilidade analisam o 
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grau de resposta da exposição provocada por um xenobiótico específico em indivíduos, como 

por exemplo a bioacumulação (LIMA, 2018; AMORIM, 2003). 

Pelo fato de a classificação acima ser limitada, alguns autores recorrem a classificação 

proposta por Peakall (1992), que divide os biomarcadores enzimáticos em: biomarcadores de 

enzimas de biotransformação, biomarcadores de alteração de proteínas reguladoras, 

biomarcadores de disrupção endócrina e reprodutiva, biomarcadores de genotoxicidade, 

biomarcador histopatológicos, biomarcadores de metabolismo energético, biomarcador de 

neurotoxicidade, biomarcadores comportamentais e biomarcadores de estresse oxidativo 

(OLIVEIRA, 2014). 

Pertencem à essa classe diversas enzimas responsáveis/auxiliadores de inúmeras reações 

e dentre os biomarcadores enzimáticos, as enzimas Superóxido Dismutase (SOD), Catalase 

(CAT) e Glutationa peroxidase (GPx) são amplamente utilizadas para avaliar a ações de 

xenobióticos, pois compõem a primeira linha de defesa das células contra as espécies reativas 

de oxigênio (OLIVEIRA, 2018; FERNANDES, 2012).  

A utilização destas metodologias em espécies marinhas, contribuem para o entendimento 

da saúde dos organismos, principalmente em áreas potencialmente contaminadas já que a 

variação na atividade das enzimas antioxidantes pode ser utilizada como indicadores do estresse 

oxidativo mediado por poluentes (OLIVEIRA, 2018; ABHIJITH, RAMESH, POOPAL, 2016). 

2.8 Catalase 

 

A enzima Catalase, (CAT, EC 1.11.1.6) (H2O2:H2O2) apresentada na figura 3, é uma 

proteína tetramérica encontrada em todos os organismos aeróbicos que catalisam reação de 

H2O2 em água e oxigênio. A CAT representa uma das várias formas de defesa antioxidante que 

a célula possui e desempenha um papel importante na eliminação de espécies reativas de 

oxigênio (ERO’s) atuando juntamente com a SOD e a GPx. A ação integrada dessas três 

enzimas compõe o sistema antioxidante enzimático (PEREIRA, 2018;(CHELIKANI; FITA; 

LOEWEN, 2004). 
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Figura 3. Catalase em representação estrutural 

 

Cada cor representa um monômero proteico com seus respectivos sítios ativos contendo um grupo heme 

representado na figura 4. Fonte: Safo et al., 2001. 

 

A CAT é classificada como uma enzima da subclasse das Oxidorredutases. Dentro dessa 

subclasse é classificada como uma peroxidase, pois tem como função a degradação do peróxido 

de hidrogênio. Acredita-se que a transformação do peróxido em água e oxigênio, em catalases 

contendo o grupo heme, ocorra em dois momentos:  

 

Enz (Por-FeIII) + H2O2 →  Cpd I (Por·+-FeIV=O) + H2O 

Cpd I (Por·+-FeIV=O) + H2O2 → Enz (Por-FeIII) + H2O + O2 

 

Na reação 1, o peróxido de hidrogênio, resultante da transformação do íon superóxido      

(-O2), oxida o grupo heme (Enz (Por-FeIII)) gerando oxidação do ferro e do anel de porfirina 

para gerar uma porfirina radical catiônico oxidando-o em íon Fe4+ resultando uma espécie 

oxiferril associada à porfirina (Por·+-FeIV=O) que seria extremamente instável e atrairia outra 

molécula de peróxido, em um segundo momento (reação 2),  que atua como redutor do 

composto 1 (Cpd I)  permitindo como produto dessa segunda reação o oxigênio molecular e a 

água (CHELIKANI; FITA; LOEWEN, 2004; AFONSO-PIETRO et al., 2009).  
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Esse processo fica mais evidente com o a proposta feita por Bravo et al. (1997) 

apresentada a seguir (figuras 4 e 5), mostrando os tipos de grupo heme, as etapas do processo 

redução do peróxido no sítio catalítico da catalase e a conversão entre as formas inativas do 

grupo heme em Escherichia coli. 

 

Figura 4. Estruturas dos grupos heme b e d na forma inativa presente no sítio catalítico da 

catalase. 

 

Fonte: Bravo et al, 1997. 
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Figura 5. Etapas de redução do peróxido no sítio catalítico da catalase e conversão do heme b 

para o heme d. 

 

Fonte: Bravo et al, 1997. 

O mecanismo começa com a formação do composto I mostrado em (A). O composto I 

é uma espécie de oxoferril (FeIV=O ) formada, juntamente com a água, na reação de um H2O2 

com o heme. O ferro está em um estado formal de oxidação, mas um elétron é deslocado do 

heme para criar o oxo-FeIV- heme cátion, mostrado como a espécie inicial, composto I. Uma 

série de reações confirmadas, possivelmente desencadeadas por Asp 197 / His 395 ou por uma 

espécie aniônica putativa ligada ao composto I, resulta na transferência de um hidroxil para o 

heme do H2O2 e na geração de uma espécie radical neutra em (B). A transferência subsequente 

de elétrons do heme para o ferro geraria o cátion mostrado em (C), o que facilitaria a ciclização 

da espirolactona para formar o produto final contendo a ligação His-Tyr e o heme modificado 

mostrado em (D) (BRAVO et al., 1997). 

O estresse oxidativo é o resultado de um desequilíbrio entre moléculas anti e pró-

oxidantes que pode ser proveniente de inúmeros fatores e a CAT é empregada como um 
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excelente biomarcador para resposta antioxidante em vários estudos (KIM et al., 2010 e por 

demonstrar boas respostas sobre o indicativo de H2O2 sendo a enzima mais importante em 

condições onde há uma grande concentração de formação H2O2 como, por exemplo, os 

peroxissomas, fígado e eritrócitos, já que ela é o principal regulador da concentração de H2O2 

nesses locais (PINTO et al., 2015).  

 A catalase é encontrada em praticamente todos os organismos aeróbicos. A atividade da 

enzima varia em diferentes tecidos, sendo maior em órgãos com alto potencial oxidativo.  O 

estudo realizado por Vasylkiv et al. (2011) deu força a esse argumento quando seus resultados 

mostraram que a atividade de CAT diminuiu na seguinte ordem: fígado > rim ≈ coração > 

músculo vermelho > cérebro > músculo branco. As diferenças na atividade da catalase podem 

ser explicadas pelas funções desses tecidos. Assim, o fígado realiza constantemente atividades 

biossintéticas e desintoxicantes que necessitam de um suprimento energético extenso 

proporcionado pelo metabolismo oxidativo. Já o músculo branco possui baixa atividade de 

catalase, correlacionada com a baixa intensidade do metabolismo oxidativo neste tecido. 

Diversos estudos têm demonstrado a importância da CAT como importante biomarcador 

de condições estressoras. Vutukuru et al. (2006) mostraram a interferência do sulfato de cobre 

na atividade de CAT de Farpa voadora (Esomus danricus) e atenta ao fato de que estudos 

anteriores demonstram comportamentos diferentes a depender da espécie e que isso demonstra 

uma variação na defesa antioxidante em respostas a xenobióticos entre espécies.   

Husak et al. (2016) também atentataram para o fato de que em resposta a utilização de 

herbicidas como xenobióticos há uma tendência de diminuição na atividade de CAT. Além 

disso,  descobriu-se que a atividade da catalase era menor no fígado e no rim de peixes-ouro 

expostos ao metribuzin do que nos tecidos de peixes controle (MAKSYMIV et al., 2015; 

HUSAK et al., 2014). 

2.9 A importância dos estudos cinéticos 

 

Uma forma prática de se estudar os mecanismos de reações catalisadas por enzimas é a   

determinação da velocidade de reação e como ela se comporta quando sofre variação nos 

critérios utilizados para determiná-la como temperatura, pH e concentração do substrato.  A 

análise desse comportamento é chamada de cinética enzimática. (NELSON e COX, 2014). 

A relação enzima-substrato pode ocorrer de diversas formas a depender de cada tipo de 

enzima e segue o mecanismo genérico E+S ⇌ ES ⇌ E+P, onde o substrato (S) reage com a 

enzima (E) para formar o complexo enzima-substrato (ES) e posteriormente formar o produto 
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da reação enzimática (P) com a enzima retornando ao seu estado inicial (E) para receber uma 

nova molécula de substrato e repetir o processo (NELSON e COX, 2014). 

  Para que o funcionamento da enzima seja entendido, algumas constantes são utilizadas 

para análise como a velocidade máxima de reação (Vmáx) e a constante de Michaelis (Km). A 

Vmáx enzimática é um valor aproximado obtido quando o aumento da concentração de substrato 

já não tem influência sobre a velocidade de reação, atingindo um momento de saturação da 

enzima e estabilização da velocidade de reação. Já o Km, é a soma da constante de dissociação 

do complexo enzima-substrato em enzima + produto (ES ⇌ E+P) com a constante de 

dissociação do complexo retornando à enzima + substrato (ES ⇌ E+S) dividido pela constante 

de formação do complexo ES.   

  Para que o funcionamento da enzima seja entendido, algumas constantes são utilizadas 

para análise como o número de turnover (Kcat) que determina a velocidade limitante da reação 

catalisada por uma enzima em condições de saturação; a constante de Michaelis-Menten (Km) 

que é a soma da constante de dissociação do complexo enzima-substrato em enzima + produto 

(ES ⇌ E+P) com a constante de dissociação do complexo retornando à enzima + substrato (ES 

⇌ E+S) dividido pela constante de formação do complexo ES; a velocidade máxima de reação 

(Vmáx) determinada pela velocidade no momento de saturação enzimática; e sua constante de 

especificidade (Kcat/Km) que é a constante da velocidade para a conversão de enzima + substrato 

em enzima + produto.  Para catalase, os valores de Kcat, Km e Kcat/Km são respectivamente 

4×107 s−1 , 1.1 M (o maior dentre as enzimas) e 4×107 M−1.s−1 (NELSON e COX, 2014). 

No caso de toxicidades gerada pelas ERO’s, o sistema antioxidante atua rapidamente com 

o intuito de manter as condições favoráveis no meio celular. Como já mencionado, a  CAT é 

uma das principais enzimas desse sistema e quando esse sistema sofre diretamente os impactos 

dessa toxicidade acaba tendo sua eficiência enzimática comprometida levando a um 

desequilíbrio no controle de ERO’s e causando desde pequenos danos até a morte do animal.  
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3.OBJETIVOS 

 

3.1 Geral  

 

Analisar o efeito do herbicida Metribuzin sobre a catalase hepática do peixe curimatã-

pacu (Prochilodus argenteus). 

 

3.2 Específicos 

 

• Quantificar a atividade da catalase hepática; 

 

• Quantificar proteínas totais presentes no fígado do P. argenteus;  

 

• Realizar cinética enzimática de Catalase hepática de P. argenteus utilizando o modelo 

de Michaelis-Menten.  
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Local de origem da espécie 

 

Foram cedidos pela CODEVASF-5ª SR (Companhia do Desenvolvimento do Vale do 

São Francisco e do Parnaíba), juvenis de P. argenteus com média de comprimento total de 9.5 

± 2.0 cm. A aclimatação e o delineamento experimental foram conduzidos no Laboratório de 

Aquicultura (LAQUA/CECA). Os peixes foram aclimatados durante 15 dias, em tanque de 

2500 L com sistema de aeração e recirculação da água, alimentados 4 vezes por dia com ração 

comercial 45% de Proteína Bruta, foram aferidos parâmetros de qualidade da água como: 

temperatura de 25.1 ± 0.1 ºC, pH 6.60 ± 0.11 e oxigênio dissolvido (OD) de 5.6 ± 0.2 mg L-1, 

utilizando sonda multiparâmetros (HANNA Instruments, modelo 9828, Woonsocket, USA). 

 

4. 2 Procedimento Experimental 

 

Após aclimatação, os peixes foram transferidos para aquários de 40 litros (volume útil de 

33,5 L) e distribuídos em 12 aquários, sendo 12 animais em cada, utilizando metribuzin de fonte 

comercial com concentrações: controle-água; 37,32 mg.L-1, 74,68 mg.L-1, e 111,97 mg.L-1. O 

valor para a CL50 em 48h  foi de 149.3 ± 3.1 mg. L-1, obtido anteriormente em um ensaio de 

toxicidade aguda realizado por uma integrante do mesmo grupo de pesquisa (LIMA, 2018).  

Foram mantidos em jejum seguindo o protocolo ABNT NBR 2017 - Ecotoxicologia aquática, 

com duração de 96h em sistema estático (sem alimentação e sem troca d’água). 

Os peixes foram sacrificados em 24 e 96 horas depois do início do experimento. Foram 

insensibilizados com Mesilato de Tricaína - TMS (MS-222) (de acordo com o item 8.2.9.3 da 

Resolução nº 13/ 2013, das Diretrizes da Prática de Eutanásia do Conselho Nacional de Controle 

de Experimentação Animal – Concea) e tiveram os fígados retirados, congelados em nitrogênio 

líquido e mantidos a -20ºC em freezer até posteriores análises. Esse experimento foi aprovado 

pelo comitê de ética da UFAL (protocolo nº36/2017). 

4.3 Preparação do extrato de fígado 

 

Os extratos de fígado foram preparados de acordo com Miron et al. (2008). Foram 

utilizados pools de 3 fígados de cada tratamento, sendo macerados em um homogeneizador do 

tipo Potter com tampão fosfato de potássio 20 mM, pH 7,4 (com Triton a 0,1% X-100 e NaCl 
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150 mM) na proporção de 1g de tecido : 20 mL de tampão e centrifugado a 10000g durante 10 

min a 4ºC. O sobrenadante foi utilizado para quantificação enzimática e proteica, sendo diluído 

na proporção a qual se obtinha a melhor resposta sobre a absorbância que nesse caso foi de 1:15 

(extrato:tampão). 

4.4 Determinação de atividade de Catalase 

 

A quantificação de catalase foi determinada espectrofotometricamente de acordo com 

Miron et al. (2008). O meio reacional consistia em 2856μL de tampão de fosfato de potássio 

(50 mM, pH 7,0), 72 μL de extrato diluído (1:15), e 72 μL de H2O2 (0,3 M). A avaliação na 

mudança das absorbâncias foi realizada em 60s. Todas as leituras para catalase foram realizadas 

em cuvetas de quartzo a 240nm em um espectrofotômetro SHIMADZU, modelo UV – 1800. A 

atividade da catalase foi calculada em μmol.mg-1.protein.min-1. 

A atividade foi calculada através da determinação da absorbância e os valores obtidos 

com a variação dessa absorbância foram utilizados para obtenção dos valores de atividade 

através da fórmula: 

 

𝑎𝑡𝑖𝑣. 𝑒𝑛𝑧 =
(∆𝐴𝐵𝑆)∗𝑉𝑟∗𝐹𝑑

𝜀∗𝑉ℎ
         (Equação 1 – Cálculo da atividade enzimática) 

 

Onde:  

• 𝑎𝑡𝑖𝑣. 𝑒𝑛𝑧: atividade enzimática dada em μmol.min-1.ml-1.mg de proteína-1; 

• ΔABS: (ABS10s – ABS60s); 

• Vr: Volume reacional (3000 μL); 

• Fd: Fator de diluição; 

• ε: Coeficiente de extinção do H2O2 à 240nm (43,6. M-1.cm-1); 

• Vh: Volume do homogenato (72 μL). 

 

4.5 Quantificação de teor proteico 

 

Para a quantificação de proteína optou-se pelo método proposto por Bradford (1976) que 

utiliza o reagente de Bradford (2500 μL) e utiliza albumina sérica (BSA) (100 μL) como padrão 
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proteico para construção da curva de calibração. As leituras foram realizadas em comprimento 

de onda de 595 nm. 

 

A quantificação proteica foi calculada com base na determinação das absorbâncias 

aplicadas à fórmula abaixo:.   

 

𝐶 = ((
ABS−𝑏

𝑎
) ∗

𝐹𝑑

100
)      (Equação 2 – Cálculo da concentração proteica) 

 

Onde: 

 

• 𝐶: concentração proteica encontrada em mg/mL; 

• ABS: absorbância obtida à 595 nm; 

• α: Coeficiente angular da equação resultante da curva de calibração do reagente de 

Bradford; 

• b:Coeficiente linear da equação resultante da curva de calibração do reagente Bradford; 

• Fd: Fator de diluição. 

 

4.6 Análise estatística 

 

 Os dados obtidos foram tratados no GraphPad Prism 6 utilizando o método comparativo 

one-way ANOVA com diferenças consideradas estatisticamente significativas com 95% de 

nível de confiabilidade (p ≤ 0.05). 

 

4.7 Determinação das constantes cinéticas 

 

Os valores de absorbância obtidos foram tratados no GraphPad Prism 6 onde foi calculado 

os valores de Km e Vmáx aparentes. 

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

São descritas alterações enzimáticas e metabólicas, inclusive dos constituintes do sistema 

de defesa antioxidante, em diversas espécies frente a esse xenobiótico. Os efeitos visuais 
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causados pelo metribuzin são diversos, como: aceleração da respiração, diminuição da 

coordenação motora, convulsões, saltos fora d’água, sangramento opercular e aumento das 

vísceras (KOUTINIK; STARA; VELISEK, 2015). 

A atividade de catalase do fígado de P. argenteus expostos a diferentes concentrações de 

metribuzin após 24 e 96 h de exposição está representada na figuras 6. Após 24h de exposição 

ao metribuzin (figura 6a) observou um decaimento significativo na atividade de catalase no 

tecido dos animais expostos a todas as concentrações; seguindo um perfil de quanto maior a 

concentração do herbicida menor atividade de catalase. Este decaimento resultou em uma 

diminuição de 64,41% da atividade quando o tecido foi exposto à maior concentração do 

xenobiótico (111,97 mg/L) quando comparado ao controle. 

Em 96 horas de exposição às mesmas concentrações de metribuzin (figura 6b) o perfil se 

manteve e o maior decréscimo significativo da atividade ocorreu com a exposição a maior 

concentração tendo uma redução de 78,91% da atividade quando comparado ao controle. 

  

Figura 6. Velocidade catalítica de catalase hepática obtidos após 24 (a) e 96h (b) de exposição 

ao Metribuzin. 
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(*) Indica diferença significativa (p≤0.05) quando comparado ao controle. Fonte: O autor, 2019. 

Os indivíduos também podem sofrer variações na quantidade de proteínas totais devido a 

exposição. Essa possibilidade foi verificada ao longo do experimento e expressa nas figuras 7a 

e 7b. 

Os valores de proteína totais obtidos nas primeiras 24 h (figuras 7a) mostram um 

decréscimo significativo quando se comparam os indivíduos controle com os que sofreram a 

exposição. Houve uma redução de 36,83% para maior concentração de metribuzin quando 

comparado os resultados dos tratamentos com o controle, demonstrando que há uma influência 

inicial da exposição na quantidade de proteínas totais e que há uma proximidade de 

concentração mesmo com o aumento da exposição. 

Em 96h (figuras 7b), comparando o controle com os demais tratamentos, apenas o 

tratamento mais concentrado obteve uma diminuição significativa com redução de 35,94%. 

Esse comportamento também foi observado em outros peixes, como em truta arco-íris (rainbow 

trout) expostos a concentração de 89,3 mg/L de metribuzin durante 96h (VELISEK et al., 2008) 

e em esturjão-ventre-nú (Acipenser nudiventris) expostos a 25, 37.5, 50 e 100 mg/L de atrazina 

durante 96 horas. (NAJI; YOUSEFI; HOSSEINZADEH, 2019). 
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Figura 7. Quantificação de proteína obtida após 24 (a) e 96h (b) de exposição ao Metribuzin. 

 

 

 

ns: Não significativo. Fonte: O autor, 2019. 
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comportamento pode ter relação com o jejum prolongado, o estresse causado pelo confinamento 

ou outro fator que contribuiu para diminuição da concentração proteica.  

                M e tr ib u z in  (m g .L
- 1

)

P
r

o
te

ín
a

 (
m

g
.m

L
-1

)

C o n tro le  3 7 .3 2 7 4 .6 5 1 1 1 .9 7

0

2

4

6

8

1 0

1 2

1 4

* * * *
* * * ** * * *

(a )

                M e tr ib u z in  (m g .L
- 1

)

P
r

o
te

ín
a

 (
m

g
.m

L
-1

)

C o n tro le  3 7 .3 2 7 4 .6 5 1 1 1 .9 7

0

2

4

6

8

1 0

1 2

1 4

* * * *
n sn s

(b )



 

38 
 

A figura 8a mostra a atividade específica da catalase após exposição ao metribuzin nas 

primeiras 24h onde apenas a maior concentração (111,97 mg/L) apresentou uma significância 

na diminuição da atividade de catalase com uma redução 43,2%. Já na figura 8b, durante 96h 

houve uma diminuição significativa da atividade em todas as concentrações analisadas, sendo 

41,63%, 55,63% e 67,08%, respectivamente. 

 

Figura 8. Atividade específica de Catalase após 24 (a) e 96h (b) de exposição ao Metribuzin. 
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Variações de atividade de catalase hepática em µmol.min-1. mg de proteina-1 quando comparadas aos 

valores obtidos pelo controle . Fonte: O autor, 2019. 

 

A diminuição de atividade de catalase hepática é identificada em diversos estudos com 

agrotóxicos pertencentes ao grupo das triazinas. Verifica-se essa diminuição de atividade de 

catalase quando comparados os tecidos de peixes controle com os que sofreram exposição em 

diversos estudos e em várias espécies como em peixes-ouro (Gold fish)  submetidos ao 

metribuzin em concentrações de 7.14, 35.7 e 71.4 mg L−1, constatando uma redução 

significativa de atividade de catalase hepática e glutationa redutase após um período de 96 h de 

exposição (MAKSYMIV et al., 2015; HUSAK et al, 2014). 

Também é observado esse comportamento em juvenis de common carp (Cyprinus carpio) 

expostos a atrazina em concentrações de 4.28, 42.8 e 428 μg.L-1 que ocasionou  diminuição de 

atividade de catalase e SOD  hepática e branquial após 40 dias de exposição (XING et al., 

2012); em juvenis de Zerbrafish (danio rerio) sob exposição de atrazina com concentrações de 

0.3, 3, 30 e 90 μg.L-1  que também demonstrou diminuição da atividade de catalase hepática 

(BLAHOVA et al., 2013) e em Spotted snakehead (Channa punctatus) após 7 dias de exposição 

à atrazina em concentrações de 0, 4.238, 5.300 e 10.600 mg.L-1 (NWANI et al., 2010). 

Esses resultados mostram o potencial inibitório do metribuzin e dos xenobióticos 

pertencentes ao grupo químico das triazinas sob a atividade de catalase, levantando uma 

preocupação sobre a que nível pode chegar o impacto causado pela contaminação desses 

herbicidas em ambientes aquáticos, tendo em vista a diversidade de espécies que atinge e a 

importância dessa enzima para o sistema de defesa antioxidante. 

Um dos aspectos importantes no estudo das enzimas é determinar a velocidade da reação 

e como ela se modifica em resposta a mudanças nos parâmetros experimentais. Esse estudo é 

conhecido como cinética enzimática (NELSON, COX, 2014). No que diz respeito ao 

comportamento enzimático pode-se observar a Vmáx e  Km de cada enzima e com a catalase não 

seria diferente já que os parâmetros cinéticos da catalase difere entre as espécies. Para isso, foi 

realizado o teste de cinética enzimática da CAT hepática de P. argenteus pelo modelo de 

Michaelis-Menten com o gráfico expresso abaixo. 
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Figura 9. Curva cinética utilizando o modelo de Michaelis-Menten para catalase hepática de 

P. argenteus 

 

Fonte: O autor, 2019. 

A figura mostra uma tendência de comportamento linear em que o aumento da atividade 

foi proporcional ao aumento da concentração do peróxido. A atividade de CAT dentre as 

concentrações mostradas acima, não atingiu um platô. Esse comportamento também foi 

observado em catalases de bactérias, fungos e vegetais que acabam não se ajustando ao modelo 

cinético de Michaelis-Menten. Essa condição não permite uma precisão nos parâmetros 

cinéticos, mas fornece uma estimativa desses valores e isso permite analisar a tendência de 

comportamento da enzima (ÖZTÜRK et al., 2007; SWITALA, LOEWEN, 2002). 

Os termos clássicos, Vmáx, Kcat e Km, não podem ser diretamente identificados no caso 

acima pelo fato de a catalase não apresentar comportamento cinético de Michaelis-Menten, 

mesmo com aumento da concentração de substrato. Em concentrações abaixo de 200 mM, as 

subunidades pequenas de catalase apresentam uma velocidade com uma dependência da 

concentração como em Michaelis-Menten, mas os valores são usados para calcular Km e Vmáx 

teóricos. Acima de 200 mM, a catalase não segue esse modelo cinético e as atividades tendem 

a cair bruscamente, o que pode indicar um dano a enzima causada pela alta concentração do 

próprio peróxido (SWITALA, LOEWEN, 2002). 

A catalase hepática de curimatã-pacu apresentou valores cinéticos aproximados de Km 

(80,58 ± 12,83 M), Vmáx (2,06 ± 0,2486 M.min-1). Esses valores mostram a dificuldade 

experimental de se obter a cinética dessa enzima pois seria necessário um aumento da 
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concentração do substrato em um valor tão alto que o próprio peróxido oxidaria a estrutura 

proteica da enzima, como o relatado por Switala e Loewen (2002). Além disso, Switala e 

Loewen (2002) utilizaram o método de oxigrafia que permitiu o uso de concentrações maiores 

de H2O2. Na análise espectrofotométrica, em concentrações maiores que as demonstradas na 

figura 9, as absorbâncias extrapolavam a lei de Lambert-Beer interferindo na determinação da 

absorbância.  

Vale ressaltar que a regulação da expressão da catalase em eucariotos ocorre como parte 

de um mecanismo de resposta generalizado ao estresse, seja ele por temperatura, inanição, 

osmose com diversas variáveis e estímulos dependendo de cada espécie. A imagem é ainda 

mais complicada por respostas sobrepostas a estresses ambientais, como patogênese, radiação, 

hormônios e temperaturas extremas (NICHOLLS, FITA, LOEWEN, 2000). Além disso, tanto 

a grandeza quanto o significado real de Km e Vmáx são diferentes de uma enzima para outra 

(NELSON e COX, 2014). 

Além disso, as condições ambientais (por exemplo, irradiação UV, temperatura da água, 

oxigênio dissolvido etc.) e poluição gerada por atividades antropogênicas são conhecidas por 

causar tais tensões oxidativas que elevam os níveis de ERO’s e podem danificar muitas 

biomoléculas importantes, incluindo DNA e proteínas, modificando seus mecanismos (KIM et 

al., 2010). 
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6. CONCLUSÕES  

 

• Vale destacar que a utilização indiscriminada do metribuzin afeta os ecossistemas, visto 

que os peixes possuem grande influência para o equilíbrio por estarem no topo da cadeira trófica 

e que desequilibrando qualquer nível da cadeia, todo o ecossistema aquático de uma região é 

afetado. 

• O peixe curimatã-pacu demonstrou ser uma boa espécie sentinela para estudo 

toxicológico por ser um peixe de fácil acesso ao longo do rio São Francisco.   

• A quantificação da atividade da enzima catalase apresentou um decaimento quando 

observada tanto a relação de concentração com o tempo como a relação de proteína com o 

tempo demonstrando um efeito do metribuzin sobre a atividade da enzima; 

• A cinética realizada mostrou que a catalase não segue o modelo proposto por Michaelis-

Menten e a obtenção das constantes cinéticas é obtida por estimativa de valores.; 

• O presente estudo precisa ser complementado com novas análise para avaliar o real 

efeito desse herbicida. Conclui-se que apesar de não se conhecer o mecanismo de ação do 

metribuzin em peixes, fica notório o potencial inibitório dele em relação à catalase hepática de 

P. argenteus. 
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