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RESUMO

A grande utilizacdo de herbicidas no Brasil levanta o questionamento sobre os possiveis danos
que esses podem causar tanto a0 meio ambiente quanto aos seres que vivem nele devido a
dispersdo aérea do herbicida, por lixiviacdo ou carreamento, afetando os animais aquaticos que
sofrem diretamente com os impactos dessas aplicacdes. O metribuzin é um herbicida que sofre
lixiviagdo, sendo amplamente utilizado para eliminar ervas daninhas das culturas como soja,
algoddo e principalmente cana-de-agucar. Visto isso, ha uma necessidade de aferir o impacto
dessa substancia nos cursos d’agua e nos individuos que ali habitam, entdo optou-se por uma
espécie aquatica levando em conta sua sensibilidade ou tolerancia a diversos tipos de alteracdes
em seu habitat. A espécie sentinela usada foi a Curimatd Pacu (Prochilodus argenteus),
endémica do rio Sdo Francisco e de importancia para a subsisténcia ribeirinha, bem como o
comercio local. Pensando nesses impactos, esse trabalho tem como objetivo avaliar a atividade
de catalase hepatica e a concentracdo proteica total apds a exposi¢do ao metribuzin e analisar a
cinética enzimatica dessa mesma enzima em peixes sadios. Os peixes foram submetidos a um
experimento correlacionando concentracdo num periodo de tempo, onde as concentracfes de
metribuzin foram 37.32, 74.65, e 111,97 mg.L?, durante 24 e 96h. Foi constatado uma
diminuicdo significativa (de acordo com o teste estatistico de Tukey) da atividade de catalase
com a maior concentragdo (111,97 mg.L™1), quando comparado ao controle em 24 e 96h, sendo
a inibicdo respectivamente 64,41% e 78,91%. A concentragdo proteica total diminui 36,83%
em 24h e 35,94% em 96h. Para a cinética enzimatica se utilizou concentrag¢fes de H>O- entre
0.5 e 24.26 mM obtendo-se as constantes cinéticas Km (80,58 + 12,83 M), Vimax (2,06 £ 0,2486
M.min). O decaimento de atividade e de proteinas totais mostram o potencial toxico do
metribuzin, a cinética realizada mostrou que a catalase ndo segue o modelo proposto por

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

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



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 Curimatd Pacu (Prochilodus argenteus), endemic to
the S&o 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 H.O> 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.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1. Estrutura molecular do MetribDUZIN............cooiiiiiiiiiniee 17
Figura 2. Integracdo dos sistemas de defesa enzimatiCo............ccceeveveieiiecieiicce e 24
Figura 3. Catalase em representaGao eStrutural............ccoooeiieieiieiic i 26

Figura 4. Estruturas dos grupos heme b e d na forma inativa presente no sitio catalitico da
CALAIASE. ...ttt ettt R ettt ne e Rt e e Rt e Re e tenreenteeneeene e re e 27
Figura 5. Etapas de reducdo do perdxido no sitio catalitico da catalase e conversdo do heme b
[0 L= W0 =T 0 T o SRS 28
Figura 6. Velocidade catalitica de catalase hepatica obtidos apds 24 (a) e 96h (b) de exposicédo
YOI =1 o104 | o S SS 35

Figura 7. . Quantificacdo de proteina obtida apos 24 (a) e 96h (b) de exposicdo ao Metribuzin.

.................................................................................................................................................. 37
Figura 8. Atividade especifica de Catalase apds 24 (a) e 96h (b) de exposicdo ao
AL U 0 4 | o SRS 38

Figura 9. Curva cinética utilizando o modelo de Michaelis-Menten para catalase hepatica de

P AIGBNTRUS. ....cctii ettt e et e et e e et e et e e e e e e ba e e e nr e e anreeanrae e 40



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Classificacdo dos herbicidas de A a Z, de acordo com o mecanismo de reacao..... 14

Tabela 2. Classes toxicoldgicas dos agrotoxicos com base na DL50...........cccccccevvevvivenenne. 16



LISTA DE EQUACOES

Equacdo 1 — Célculo da atividade enzimética

Equacéo 2 — Célculo da concentraGio ProteiCa .........cevveerveeerierieriesiesie e



SUMARIO

L INTRODUGAO. ...t tes st s s 13
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ...ttt 14
2. L HEIDICIAAS ...ttt bbb bbbt 14
F I /1 o 1U 4 OSSR 17
2.2 Contaminacdo em ambientes aQUALICOS ..........civeieirrierie et neenes 18
2.3 PEIXES COMO SENTINEIA. .. ..c.eiiieiecc et esre e e 18
2.4 A espécie Curimatd-Pacu (Prochilodus argenteus)..........ccoceereeeenereisenensese e 20
2.5 Espécies Reativas de OXig€nio (ERO’S) ..couiiiiiiiiiiiiiiiie e 20
2.5.1 ESPACIES FAUICAIAES .......cuviviieiieieiieee ettt 21
2.5.1.1 Radical hidroXila (SOH)........ooiiiiiiiiiiiiiesie e 21
2.5.1.2 Radical SUPEIrOXIAO (O2-2)...uuiuiiiiieiiiiiisiesie sttt bbb 21
2.5.1.3 Radicais peroxila (RO ¢) e alcoxila (RO®) ......cceveiiriiiiiniiinieeee s 21
2.5.2 ESPECIES N0 ratiCAIArES ......ccveeviiiiccie et 21
2.5.2.1 Peroxido de hidrog€nio (H202)......ucuiiieiiee ettt 22
2.5.2.2 OXIgENI0 SINGIELE (FO2%) couvieieieeiceee ettt 22
2.5.2.3 OZONI0 (O3).1ertereitiiteieitsie ettt sttt sttt ettt e ettt e et st renrens 22
2.6 Sistema de defesa antIOXIAANTE ..........oiveieiieiiee e 23
2.7 Biomarcadores ENZIMALICOS ......ueveveruerierieiiesreseeeeieseeste e stestessessesseeseesessessessessessessesseanes 24
2.8 CALAIASE. ... ettt bbbt enes 25
2.9 A importancia dos eStUdOS CINELICOS .......eiueieiriirieieirie et 29
BLOBUIETIVOS ...ttt bbb bbb bt e bttt renre e 31
TN €1 - LSO PRSP 31
3.2 ESPECITICOS .. vttt bbbttt ettt re e 31
4. MATERIAL E METODOS ......ooviiieetieeseeeeee e sesenes s sesass s senss s s s senansenes 32
4.1 Local de 0Origem da ESPECIE ....cveceeiieieieerie e se e e e eeae st e e e esre et e snaesneeaeeneesreenee e 32
4. 2 Procedimento EXPErIMENTAl ...........cooiiiiiiiiciic et 32
4.3 Preparacao do extrato de figado .........ccevveieiieie e 32
4.4 Determinagéo de atividade de Catalase...........cooviiriiiiieie e 33
4.5 Quantificacio e tEOF PrOTEICO.......uuiui ettt 33

4.6 ANALISE B AISTICA «.eeee ettt ettt e et ettt e e e e e e e e et e e e e e e e e ——————— 34



4.7 DeterminaGdo das CONSIANES CINELICAS.........uvviieieieieie et 34
5. RESULTADOS E DISCUSSAO........coteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee oo eeee e s e 34
8. CONCLUSOES.........oiiiiiieieeieiie sttt 42
REFERENCIAS. .....coooiiiiisee sttt 43



1. INTRODUCAO

O primeiro agrotoxico foi sintetizado por Othomar Zeidler em 1874 e recebeu 0 nome de
DDT (Diclorodifeniltricloroetano). Porém s6 em 1939 Paul Muller descobriu o efeito inseticida
e antimalarico do DDT, recebendo o prémio Nobel por isso em 1948. Foram inicialmente
utilizados como armas quimicas, em maior quantidade na segunda guerra mundial.
(KATSURAGAWA et al., 2008).

Com o desenvolvimento tecnoldgico e cientifico, novos principios ativos foram
desenvolvidos ou reformulados para que se houvesse um menor impacto ao meio ambiente e a
guem tem contato direto com esse tipo de produto. Entretanto, a utilizacdo em massa pela
maioria dos paises, inclusive o Brasil, levanta o questionamento continuo do quao agressivos
esses produtos podem ser, a quem eles podem atingir e como atingirao.

O Brasil € um pais de grande producao agropecudaria e em especial de monoculturas como
a soja, algoddo e a cana-de-aglcar com uma crescente expansao na utilizacdo de novas
tecnologias e insumos para a producdo. No que se diz respeito a utilizacao de agentes quimicos
para o controle de pragas, essas culturas utilizam agrotdxicos, que sdo divididos em 4 grandes
grupos: herbicidas, pesticidas, fungicidas e inseticidas. Nas plantagfes de cana de acgUcar, um
dos herbicidas mais utilizados é o Metribuzin, por conseguir remover uma ampla variedade de
ervas daninhas.

Por sofrer lixiviagao, esse herbicida pode chegar a cursos d’4gua contaminando e gerando
impactos na biota aquética daquela regido. Tendo em vista a grande utilizacdo e do potencial
de lixiviacdo desse herbicida, faz-se necessario analisar os impactos desse uso e possiveis danos
guem venha causar ao ambiente e aos que vivem nele, principalmente quando se analisa o efeito
dessa contaminag@o como aumento das espécies reativas de oxigénio (ERO’s) e a atuagdo do
sistema de defesa antioxidante.

Para analisar um possivel impacto desse herbicida em peixes, foram realizados
experimentos com uma espécie de peixe endémica do rio Sdo Francisco, o Prochilodus
argenteus (curimatd-pacu), para quantificar as alteragdes da atividade de catalase hepética e
quantidade de proteinas totais apds a exposi¢ao ao metribuzin e a cinética enzimatica de catalase

hepatica dessa mesma espécie (sem exposicdo) para avaliar 0 comportamento enzimatico.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Herbicidas

Os herbicidas sdo uma classe de agrotdxicos utilizados no tratamento contra ervas
daninhas de diversas culturas. Dados recentes mostram que em 2017 o Brasil comercializou
US$ 8,893 bi de agrotdxicos e que desse valor, apenas com herbicidas, foram gastos
aproximadamente 3,1 bilhGes de ddlares, 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 comercializacdo de agrotoxicos foi direcionado a cana-de-agUcar que correspondeu a
pouco mais de um bilhdo e quarenta e dois milhdes de dodlares (1.042.474.723 US$)
(SINDVEG, 2019).

Ha diversos modos de classificacdo dos herbicidas: através da sua seletividade, sendo
seletivo ou ndo-seletivo; a partir da sua translocacdo, com agdo de contato ou agao sistémica;
analisando o periodo de utilizagdo: pré-plantio, pré e pos-emergencial; e ainda a partir da
estrutura quimica, do mecanismo de acdo, propriedades fisico-quimicas, potencial de
lixiviacdo, solubilidade, polaridade e forma de dissociacdo (CARVALHO, 2013; OLIVEIRA
JR, 2011). Atualmente a classificacdo € dada a partir do mecanismo de reacdo dos herbicidas e

esses sao catalogados como mostra a tabela 1:

Tabela 1. Classificacdo dos herbicidas de A a Z, de acordo com 0 mecanismo de reacdo

Classificagdo Mecanismo Grupo quimico Exemplo
A Inibidores da acetil Ciclohexadionas e Cletodim
. ariloxifenoxipropionatos
CoAcarboxilase — (ZAMBOLIM,
ACCse ZUPPI e SANTIAGO, 2008).
B Inibidores da Imidazolinonas e sulfoniluréias Imazapir
(ZAMBOLIM,

acetolactase sintase ZUPPI e SANTIAGO, 2008).

ALS
C Inibidores do Triazinas e Uréias Metribuzim, Diurom e
fotossistema Il (ROMAN et al., 2005) Bentazona
(C1,C2,C3)
D Inibidores do Bipiridilos Paraquate
fotossistema | (RODRIGUES; ALMEIDA, 1998).

14



F2

F4

K1

K3

Inibidores da Difenil-éteres, triazolinonas, n-fenil-
protoporfirinogénio

oxidase — PROTOX

ftalimidas, oxidazolinas e
triazolinonas (CARRETERO, 2008).

Inibidores da sintese Isoxazolidinona, piridazinonas,

Isoxazol, tricetonas. (ZAMBOLIM,

do caroteno ZUPPI e SANTIAGO, 2008).

Inibidores da DOXP-

Sintase

Isoxazolidinona (ZAMBOLIM,
ZUPPl e
SANTIAGO, 2008).

Glicina (ZAMBOLIM,
ZUPPl e
SANTIAGO, 2008).
Homoalanina substituida

(ANVISA, 2019).
Sulfanililcarbamato
(AGROLINK FITO, 2019)
Dinitroanilina
(AGROLINK FITO, 2019)

Inibidores da EPSP’s

Inibidor de Glutamina

Inibidor do DHP

Inibidores da
formulacéo de
microtUbulos

Inibidores da sintese Tiocarbamatos,

de acidos graxos de Ariloxifenoxipropionatos e

cadeia longa Ciclohexanodionas

(ROMAN et al., 2005)

Inibidores da sintese Alquilazina e

da parede celular Acidoquinolinocarboxilico

(AGROLINK FITO, 2019)

Ariloxifenoxipropionatos
(ZAMBOLIM,
ZUPPI e SANTIAGO, 2008).
Acido benzoico,

Inibidor da sintese de
lipideos
Mimetizadores de

Auxina Acidoariloxialcanéico, Acido piridin-
carboxilico e Acido quinolin-
carboxilico (ROMAN et al., 2005)
Organoarsenical Organoarsénico (AGROLINK FITO,

2019)

Flumioxazina

Isoxafutol

Clomazona

Glifosato

Amonio Glufosinato

Asulam

Trifuralina

S-metolacloro

Indaziflam e

Quincloraque.
Tiobencarbe
Acido
diclorofendxiacético

(2,4-D)

Metil arsenato

monossodico

Fonte: Adaptado de Associacdo Brasileira de A¢do a Resisténcia de Plantas Daninhas aos Herbicidas — (HRAC-

BR), 2018.
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Essa extensa quantidade de parametros 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 contaminacdo do solo e de corpos
d’agua. Dessa forma, tende a aumentar a quantidade de individuos ndo-alvo a serem atingidos
e diversificar ainda mais os possiveis danos a esses individuos.

Varios estudos realizados comprovam o0s danos causados tanto em seres humanos —
estudo publicado pela Fiocruz (FRIEDRICH, 2014) que avaliou os efeitos toxicos sobre o
sistema reprodutivo, hormonal e céancer para seres humanos apds o uso do &cido
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 Agéncia Embrapa de Informacdo Tecnologica — AGITEC, a toxicidade dos
agrotdxicos é quantificada em ensaios de Dose Letal — DLso que, com esses resultados,
classificam os herbicidas em classes toxicoldgicas como na tabela abaixo:

Tabela 2. Classes toxicoldgicas dos agrotoxicos com base na DL50?

Cor da faixa no rétulo
da embalagem

Classe
Toxicolégica

Classificacao

Extremamente ToOXico: as
formulagoes sdlidas que Vermelho intenso
apresentam DL 50 oral, para ratos,

igual ou inferior a 5 mg/kg;

Altamente Téxico: as formulacoes
I sélidas que apresentam DL 50 oral,
para ratos, superiores a 5

mg/kg e até 50 mg/kg, inclusive;
Medianamente Toxico: as
formulagoes solidas que

apresentam DL 50 oral, para ratos, Azul intenso

superior a 50

Amarelo intenso

mg/kg e até 500 mg/kg, inclusive;

Pouco Toxico: as formulacoes
\V solidas que apresentam DL 50 oral, Verde intenso
' para ratos, superior a 500 mg/kg, T
inclusive;

Dose letal 50 aguda - DL 50 - por via oral e dérmica, para animais de laboratorio, para os produtos técnicos e
produtos formulados. Concentracdo letal 50 inalatéria - CL 50 - para produtos formulados: fumigantes,
vaporizaveis, volateis e pds com particulas de diametro igual ou menor que 15 micrometros, nas condi¢ées de uso.

Fonte: Adaptado de BARRIGOSI, 2018 e AGITEC, 2018.
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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 pds-emergente pertencente ao grupo quimico das triazinonas e é usado para
remocdo uma ampla variedade de ervas daninhas nas culturas de soja, batata, cana-de-acucar,
tomate, café e outras. Tem uma solubilidade em &gua, em torno de 1,22 mg / L; uma baixa
persisténcia 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 mdvel em solo com alto teor de matéria organica 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: atomos de Nitrogénio; em amarelo: atomo de Enxofre; em cinza: atomos de Carbono; e em branco:
atomos de Hidrogénio. Fonte: O autor, 2019.

Parametros utilizados para avaliar impactos causados por herbicidas, como a capacidade
de transporte de herbicidas proposto pela Environmental Protection Agency (EPA) e o indice
proposto por Groundwater Ubiquity Score (GUS), que avalia o potencial de contaminacgéo de
agua subterranea por herbicida, indicam o metribuzin como passivel de lixiviacao e por isso se
torna um potencial contaminante de guas subterraneas (BRITO, 2012).

Esse herbicida age pela inibicdo da fotossintese por interferéncia com o transporte de
elétrons na reacdo de Hill do fotossistema-Il (ligam-se a um sitio de liga¢do da plastoquinona
fotossistema Il no complexo de proteinas D1 fundado nas membranas dos tilacoides dos
cloroplastos), resultando na destruicdo das membranas do tilacGide e a morte celular
(STEPANOQV et al., 2012).
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Em organismos ndo-alvos mostrou alteragfes histopatolégicas no figado e nos rins,
aumento da glucose-6-fosfato desidrogenase e lactato desidrogenase como marcador de lesdo
tecidual e celular; diminuicdo da glicose, colesterol, nivel de proteina total e enzimas como
catalase e acetilcolinesterase e aumento nos parametros de estresse oxidativo em estudo de

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

2.2 Contaminacdo em ambientes aquaticos

E de vasto conhecimento que os agrotdxicos sdo potencialmente toxicos ao meio
ambiente e isso inclui os corpos d’agua, sejam eles de aguas superficiais ou subterraneas. A
contaminacdo desses ambientes causa desequilibrios na biota da regido e um possivel dano aos
moradores locais que se utilizam desses corpos d’agua (OLIVEIRA, 2018).

Os agrotoxicos podem chegar aos rios atraves de um processo de carreamento superficial
que é o arraste horizontal do herbicida no solo até os corpos hidricos (AMERICO et al., 2015)
ou lixiviacdo que segundo Carvalho (2013), é o processo de carregamento vertical do herbicida
no solo, ou seja, em profundidade, e que dependera de fatores como o tipo de solo, a quantidade
de precipitacdo e a quantidade de matéria organica existente no terreno.

Além disso, 0

Diversos tipos de agrotoxicos, inclusive herbicidas, foram detectados em &guas
superficiais por diversos estudos, em varios paises como Espanha, Japdo, China, Portugal e
Brasil. As maiores concentraces sdo medidas apds periodos de chuvas intensas que acabam
carreando superficialmente e lixiviando esses compostos (DORES e DE-LAMONICA-
FREIRE, 2001; AMERICO et al., 2015). No caso dos herbicidas, podem ocasionar alteracoes
tanto em plantas aquaticas, com a inibicdo da fotossintese e de enzimas importantes, quanto em

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

2.3 Peixes como sentinela

Estudos com animais sdo realizados a fim de compreender a acdo de poluentes e avaliar
impactos em corpos hidricos atingidos por metais pesados, pesticidas, parasitas ou outro tipo
de contaminacdo a qual esses animais estejam expostos, e as possiveis consequéncias aos que

sofram direta e indiretamente com essa contaminagcdo como os humanos (OLIVEIRA, 2018;
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GATTI; MAGALHAES, 2018; FRANCA, 2017; KOUTNIK et al., 2017; NEVES, 2016;
HUSAK et al., 2014; BERNET et al., 1999).

A poluicdo da agua pode causar diversos disturbios na biota aquatica e essas alteracfes
podem ser bioquimicas, celulares, enddcrinas que podem desencadear mudancas na populacao
de determinada espécie em decorréncia de possiveis alteracfes genéticas e de comportamento
oriundos da exposicdo desses animais a esses xenobioticos (FLORES-LOPES; MALABARBA,
2007).

Esses poluentes podem ser encontrados em concentragfes consideradas normais no meio
liquido e se acumular em quantidades aceitaveis nos niveis mais baixos da cadeia trofica.
Entretanto, ao longo da cadeia a biomagnificacdo atinge de forma mais intensa os organismos
do topo da cadeia trofica, que nesse caso Sao 0s peixes, camardes, etc., 0 que pode impactar ndo
sO a biota da regido, mas também trazer maleficios ao ser humano que se alimenta desses
(MORAES e JORDAO, 2002).

A exposicdo pode ser avaliada por medida da concentracdo do agente quimico em
amostras ambientais, como o ar (monitorizacdo ambiental), ou através da medida de parametros
bioldgicos (monitorizagéo bioldgica), denominados indicadores biologicos ou biomarcadores
(AMORIM, 2003). A utilizacdo de biomarcadores, que de acordo com Van der Oost (2003) é
definido como uma resposta bioldgica, sendo ela de nivel molecular, celular, fisiologica, de
comportamento ou alteraces que podem estar relacionadas com a exposicdo aos efeitos de
produtos quimicos ambientais.

Os peixes tém sido escolhidos como organismo sentinela por permitir o monitoramento
de diversos parametros inclusive da toxicidade aquéatica porque sdo, 0s organismos mais bem
compreendidos no meio aquatico e possuem relevante importancia para 0 homem como fonte
alimentar. Além disso, a mobilidade desses animais permite avaliar o efeito regional em grande
escala de uma possivel contaminacdo em determinada regido (OSMAN et al., 2010).

Com os avangos dos estudos sobre biomarcadores, as respostas sobre contaminacéo de
ambientes aquaticos se tornaram mais precisas permitindo avaliar aspectos bioquimicos das
espécies afetadas. Dentro desse contexto, a analise com biomarcadores, principalmente os
oriundos de peixes, pode fornecer dados relevantes para que se realize uma proposta de
biorremediacéo e assim diminuir ou impedir a expansdo dos impactos causados naquela regido
(DELUNARDO, 2010).
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2.4 A espécie Curimata-Pacu (Prochilodus argenteus)

O Prochilodus argenteus (curimatd-pacu), também conhecido no Brasil como xira, foi
descrito e catalogado inicialmente por SPIX e AGASSIZ (1829) em uma expedicao ao territorio
brasileiro. Trata-se de uma espécie detritivora, base da cadeia trofica e por isso esta mais sujeita
a toxidade provocada pela lixiviagdo de produtos como agroquimicos. E uma espécie

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

Classe Actinopterygii;
Ordem Characiformes;
Familia Prochilodontidae;

Género Prochilodus.

Fonte: Taxonomia da espécie segundo Nelson (2006).

A espécie é originalmente endémico da bacia do Rio Sdo Francisco, mas também foi
distribuido, posteriormente, em varias bacias hidrograficas do Nordeste, sendo de grande
importancia social e ecologica para essa regido do Brasil (SILVA et al., 2016) e chega a
representar 40% dos desembarques de pescado em algumas localidades do Baixo S&o Francisco
(SOARES etal., 2011).

Segundo Coimbra et al. (2017), ao longo dos anos houve uma diminuicdo da apari¢éo do
P. argenteus no médio e baixo S&o Francisco, o que incluiu a espécie no programa de
conservacao das espécies com a inclusdo de alevinos. Entretanto, esse processo deve ser
acompanhado de um monitoramento genético prévio para que essa inclusdo nao implique em

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

2.5 Espécies Reativas de Oxigénio (ERQO’s)

O efeito de xenobidticos podem alterar a homeostase dos peixes criando condi¢des onde
se favoreca a formacao de espécies reativas de oxigénio. As principais ERO's distribuem-se em
dois grupos, os radicalares: representados pelos radicais hidroxila (HO®), superoxido (O2¢—),
peroxila (ROOe) e alcoxila (RO¢) ¢ os ndo-radicalares como o oxigénio singleto, perdxido de

hidrogénio e ozonio.
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2.5.1 Espécies radicalares

2.5.1.1 Radical hidroxila (+*OH)

E o mais reativo e mais lesivo radical conhecido para o qual o organismo humano n&o
dispde de mecanismo de defesa. Reage com uma série de endobidticos, causa modificacdo no
DNA, danos nas proteinas, inativacio enzimatica e peroxidacdo lipidica. E formado
principalmente por dois mecanismos: rea¢do de H.O> com metais de transi¢do (reacdo de
Fenton e reacdo de Haber-Weiss) e homdlise da dgua por exposicdo a radiacdo ionizante e
devido ao fato da célula possuir metais de transicao, facilitando a geracdo do radical HO* em
seu interior. (VASCONCELOS et al., 2007; BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

2.5.1.2 Radical superéxido (Oz-¢)

O anion superoxido (O2-¢) ¢ o mais comumente gerado a partir de elétrons que escapam
da cadeia transportadora das mitocondrias e reduzem o Oz presente nas células. S&o também
gerados continuamente por outros processos celulares que envolvem atuacdo enzimatica
(enzimas como xantina oxidase e NADPH oxidase) e pela redugdo monoeletronica de Oz. A
producdo de grande quantidade de O»-¢ realizada pela NADPH Oxidase (Nox) nas células do
sistema imunoldgico € utilizada com finalidade de matar microrganismos invasores.
Rapidamente desaparece em solugdo aquosa por dismutacdo e em solucdo 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 decomposicéo de peroxidos organicos e reacdes de carbono radicalar
com oxigénio, como na peroxidacdo lipidica que pode ser catalisada por ions ferro e por
conversao de hidroperdxidos lipidicos (LOOH) em radicais alcoxila (LO¢) e peroxila (LOO¢)
(VASCONCELOS et al., 2007; FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

2.5.2 Espécies ndo radicalares
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2.5.2.1 Perdxido de hidrogénio (H202)

O H202é um metabdlito do oxigénio extremamente importante, mas que pode ser
igualmente prejudicial, pois participa de reacdes que produzem o OH' (reaces de Fenton e
Haber-Weiss). O H.O2tem vida longa, pode atravessar camadas lipidicas, é capaz de reagir com
a membrana eritrocitaria e com proteinas ligadas ao Fe™. Assim, é altamente téxico para as
células e essa toxicidade pode ser aumentada de dez para mil vezes quando em presenca de
ferro, como ocorre, por exemplo, na hemocromatose transfusional (acimulo de ferro nos
tecidos a partir de transfusdo) (ROVER JUNIOR et al., 2001; FERREIRA, MATSUBARA,
1997).

E um intermediério formado pela reacdo de dismutagio de O,+— catalisada pela enzima
Superdxido Dismutase (SOD), pela reducdo de 2e” na molécula de O e pela acdo 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 a-cetoglutarato, degradar proteinas como mioglobina, hemoglobina e citrocromo c e
oxidar o DNA (DNA nuclear e mitocondrial) e lipideos. (VIZZOTTO, 2017; DA SILVA,
GONCALVES, 2010; VASCONCELOS et al., 2007).

2.5.2.2 Oxigénio singlete (*O2*)

E forma excitada de oxigénio molecular e n&o possui elétrons desemparelhados em sua
Gltima camada. A forma mais deletéria do oxigénio ao organismo é o oxigénio singleto (1O, ),
pois é o estado eletronicamente excitado do oxigénio, ndo possui elétrons desemparelhados em
sua ultima camada e é produzido por reacdes fotoquimicas ou por outras radiagcdes; reage com
um grande ndmero de moléculas biolodgicas, incluindo lipideos da membrana, iniciando
processos de peroxidagio 02 (BARREIROS, DAVID, DAVID et al., 2006; VASCONCELOS
et al., 2007).

2.5.2.3 Oz6nio (Os)

Produzido no ar atmosférico poluido e por fonte de luz intensa de algumas fotocopiadoras
e outros equipamentos. E extremamente danoso ao pulméo, oxidando rapidamente proteinas,
DNA e lipideos. (VASCONCELOS et al., 2007).
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2.6 Sistema de defesa antioxidante

O sistema de defesa antioxidante (SDA) tem a funcdo de inibir e/ou reduzir os danos
causados pela acdo deletéria dos radicais livres ou das espécies reativas ndo-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 equilibrio entra as ERO’s e 0 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, SANCHEZ. 2013; POLJSAK. 2011).

As ERO’s sdo produzidas durante o processo metabdlico no organismo humano, assim
para gerar energia as reagfes de oxidagdo-reducdo sdo imprescindiveis. Essas reacoes
caracterizam-se na transferéncia de elétrons de um reagente para outro, desse modo na molécula
que doa elétrons ha oxidacdo e a que recebe tem-se reducdo. No oxigénio (O2) proveniente da
respiragcdo ocorre a redugéo, nesse processo de ganho de elétrons o0 O, gera as espécies reativas
pela reducdo de um elétron produzindo o anion superéxido (O2-¢) e pela reducdo de dois
elétrons formando o peroxido de hidrogénio H202, além disso, o anion superoxido é formado
nas mitocondrias durante o processo de respiracao celular. (SANTOS et al., 2018).

Os organismos aerdbicos produzem a maior parte da energia quimica consumindo
oxigénio em suas mitocéndrias. Esse processo ocorre na cadeia transportadora de elétrons e
produz ERO’s como os radicais superoxido (Oz¢-), hidroxila (OHe) e peroxinitrito (ONOO-), e
o0 ion hidroxila (OH-) como produtos da reacdo. As mitocéndrias sdo, portanto, a principal
fonte de armazenamento de oxigénio intracelular. Em contrapartida, o excesso de Oz nas células
é nocivo devido a uma maior formacdo das espécies reativas geradas durante sua oxidagao
(BARBOSA et al., 2010; POLJSAK. 2011). Para diminuir os efeitos das ERO’s o SDA entra

em acao para eliminar essas espécies como demonstrado na figura a seguir:
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Figura 2. Integracdo dos sistemas de defesa enzimético
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Fonte: BARBOSA et al., 2010.

Entretanto, as ERO’s podem ser provenientes fontes ndo-mitocondriais que incluem
fatores ambientais poluentes, poluentes em alimentos, radiacéo, ou sao 0s subprodutos de outros
processos metabolicos nos organismos. As defesas celulares e de tecidos contra ERO’s incluem
as enzimas superoxido dismutase (Mn-SOD, Cu/ Zn-SOD e extracelular (EC) -SOD), catalase,
glutationa peroxidase, peroxirredoxinas e 0s antioxidantes ndo enzimaticos, glutationa (GSH),

tioredoxina, ascorbato, a-tocoferol e acido Urico (POLJSAK, 2011).

2.7 Biomarcadores enzimaticos

O aumento no uso de biomarcadores em estudos toxicoldgicos se da pela obtencéo de
resultados em curto prazo. Esse aumento pode ser explicado pelo fato de o método propiciar
uma verificacdo da intensidade de contaminacgdo e dos efeitos adversos o que favorece a
protecdo das espécies locais e a deteccdo precoce de perturbagfes ambientais de uma possivel
contaminacao por substancias toxicas (FREIRE et al., 2008).

Os biomarcadores sdo classificados em biomarcadores de exposicdo, de efeito e de
suscetibilidade. Os biomarcadores de exposicdo sdo utilizados para avaliar a exposicédo
individual ou em grupo para uma substancia particular (dose interna). Ja os de efeito séo
utilizados para analisar impactos adversos de adaptacdo do organismo (moleculares,

bioquimicas, citoldgicas, fisiologicas, etc) a contaminacdo e os de suscetibilidade analisam o
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grau de resposta da exposi¢do provocada por um xenobiotico especifico em individuos, como
por exemplo a bioacumulacdo (LIMA, 2018; AMORIM, 2003).

Pelo fato de a classificacdo acima ser limitada, alguns autores recorrem a classificacao
proposta por Peakall (1992), que divide os biomarcadores enzimaticos em: biomarcadores de
enzimas de biotransformagdo, biomarcadores de alteracdo de proteinas reguladoras,
biomarcadores de disrupcdo enddcrina e reprodutiva, biomarcadores de genotoxicidade,
biomarcador histopatoldgicos, biomarcadores de metabolismo energético, biomarcador de
neurotoxicidade, biomarcadores comportamentais e biomarcadores de estresse oxidativo
(OLIVEIRA, 2014).

Pertencem a essa classe diversas enzimas responsaveis/auxiliadores de inUmeras reacfes
e dentre os biomarcadores enzimaticos, as enzimas Superdxido Dismutase (SOD), Catalase
(CAT) e Glutationa peroxidase (GPx) sdo amplamente utilizadas para avaliar a agfes de
xenobidticos, pois comp8em a primeira linha de defesa das células contra as espécies reativas
de oxigénio (OLIVEIRA, 2018; FERNANDES, 2012).

A utilizacdo destas metodologias em espécies marinhas, contribuem para o entendimento
da satde dos organismos, principalmente em areas potencialmente contaminadas ja que a
variagdo 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) (H202:H20>) apresentada na figura 3, é uma
proteina tetramérica encontrada em todos 0s organismos aerobicos que catalisam reacdo de
H202 em &gua e oxigénio. A CAT representa uma das véarias formas de defesa antioxidante que
a célula possui e desempenha um papel importante na eliminacdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO’s) atuando juntamente com a SOD e a GPx. A acdo integrada dessas trés
enzimas compde o sistema antioxidante enzimatico (PEREIRA, 2018;(CHELIKANI; FITA;
LOEWEN, 2004).
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Figura 3. Catalase em representagio estrutural

Cada cor representa um mondmero proteico com seus respectivos sitios 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 funcéo a degradacao do perdxido
de hidrogénio. Acredita-se que a transformacao do perdxido em agua e oxigénio, em catalases

contendo o grupo heme, ocorra em dois momentos:

Enz (Por-Fe''") + H,0, — Cpd I (Por*-Fe'V=0) + H;0

Cpd I (Por*-Fe'V=0) + H,0, — Enz (Por-Fe'") + H,0 + O,

Na reacdo 1, o peroxido de hidrogénio, resultante da transformacédo do ion superdxido
(-02), oxida o grupo heme (Enz (Por-Fe'")) gerando oxidacgio do ferro e do anel de porfirina
para gerar uma porfirina radical catiénico oxidando-o em fon Fe** resultando uma espécie
oxiferril associada a porfirina (Por*-Fe'V=0) que seria extremamente instavel e atrairia outra
molécula de peroxido, em um segundo momento (reacdo 2), que atua como redutor do
composto 1 (Cpd I) permitindo como produto dessa segunda reagdo o oxigénio molecular e a
agua (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 o0s tipos de grupo heme, as etapas do processo
reducédo do peroxido no sitio catalitico da catalase e a conversdo entre as formas inativas do
grupo heme em Escherichia coli.

Figura 4. Estruturas dos grupos heme b e d na forma inativa presente no sitio catalitico da
catalase.

Heme b Heme d

Fonte: Bravo et al, 1997.
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Figura 5. Etapas de reducdo do perdxido no sitio catalitico da catalase e conversdo do heme b
para o heme d.
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Fonte: Bravo et al, 1997.

O mecanismo comeca com a formacgédo do composto | mostrado em (A). O composto |
é uma espécie de oxoferril (Fe"=0 ) formada, juntamente com a &gua, na reacdo de um H20-
com o heme. O ferro esta em um estado formal de oxidacdo, mas um elétron € deslocado do
heme para criar o oxo-Fe'V- heme céation, mostrado como a espécie inicial, composto I. Uma
série de reacdes confirmadas, possivelmente desencadeadas por Asp 197 / His 395 ou por uma
espécie anibnica putativa ligada ao composto I, resulta na transferéncia de um hidroxil para o
heme do H20O> e na geracao de uma espécie radical neutra em (B). A transferéncia subsequente
de elétrons do heme para o ferro geraria o cation mostrado em (C), o que facilitaria a ciclizacdo
da espirolactona para formar o produto final contendo a ligacdo His-Tyr e 0 heme modificado
mostrado em (D) (BRAVO et al., 1997).
O estresse oxidativo é o resultado de um desequilibrio entre moléculas anti e pré-

oxidantes que pode ser proveniente de iniUmeros fatores e a CAT é empregada como um
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excelente biomarcador para resposta antioxidante em varios estudos (KIM et al., 2010 e por
demonstrar boas respostas sobre o indicativo de H>O> sendo a enzima mais importante em
condigbes onde hd uma grande concentracdo de formagdo H.O. como, por exemplo, 0s
peroxissomas, figado e eritrdcitos, ja que ela é o principal regulador da concentracdo de H20>
nesses locais (PINTO et al., 2015).

A catalase € encontrada em praticamente todos 0s organismos aerdbicos. A atividade da
enzima varia em diferentes tecidos, sendo maior em 6rgdos com alto potencial oxidativo. O
estudo realizado por Vasylkiv et al. (2011) deu forca a esse argumento quando seus resultados
mostraram que a atividade de CAT diminuiu na seguinte ordem: figado > rim = coragdo >
musculo vermelho > cérebro > musculo branco. As diferencas na atividade da catalase podem
ser explicadas pelas funcdes desses tecidos. Assim, o figado realiza constantemente atividades
biossintéticas e desintoxicantes que necessitam de um suprimento energético extenso
proporcionado pelo metabolismo oxidativo. J& o musculo branco possui baixa atividade de
catalase, correlacionada com a baixa intensidade do metabolismo oxidativo neste tecido.

Diversos estudos tém demonstrado a importancia da CAT como importante biomarcador
de condicg0es estressoras. Vutukuru et al. (2006) mostraram a interferéncia 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 variacdo na defesa antioxidante em respostas a xenobidticos entre espécies.

Husak et al. (2016) também atentataram para o fato de que em resposta a utilizagéo de
herbicidas como xenobidticos hd uma tendéncia de diminuicdo na atividade de CAT. Além
disso, descobriu-se que a atividade da catalase era menor no figado 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 importancia dos estudos cinéticos

Uma forma prética de se estudar os mecanismos de reacdes catalisadas por enzimas € a
determinacdo da velocidade de reacdo e como ela se comporta quando sofre variacdo nos
critérios utilizados para determina-la como temperatura, pH e concentracdo do substrato. A
analise desse comportamento € chamada de cinética enzimatica. (NELSON e COX, 2014).

A relacdo enzima-substrato pode ocorrer de diversas formas a depender de cada tipo de
enzima e segue 0 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 reagdo enzimatica (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 sdo utilizadas
para analise como a velocidade maxima de reacdo (Vmax) € a constante de Michaelis (Km). A
Vmax €nzimatica € um valor aproximado obtido quando o0 aumento da concentracdo de substrato
ja ndo tem influéncia sobre a velocidade de reacdo, atingindo um momento de saturacdo da
enzima e estabilizacdo da velocidade de reacdo. Ja 0 Km, é a soma da constante de dissociacdo
do complexo enzima-substrato em enzima + produto (ES = E+P) com a constante de
dissociacdo do complexo retornando a enzima + substrato (ES = E+S) dividido pela constante
de formac&o do complexo ES.

Para que o funcionamento da enzima seja entendido, algumas constantes sao utilizadas
para anélise como o numero de turnover (Kca) que determina a velocidade limitante da reacao
catalisada por uma enzima em condicdes de saturacdo; a constante de Michaelis-Menten (Km)
que é a soma da constante de dissocia¢do do complexo enzima-substrato em enzima + produto
(ES = E+P) com a constante de dissociacdo do complexo retornando a enzima + substrato (ES
= E+S) dividido pela constante de formacdo do complexo ES; a velocidade méxima de reacao
(Vmax) determinada pela velocidade no momento de saturacdo enzimaética; e sua constante de
especificidade (Kca/Km) que € a constante da velocidade para a conversdo de enzima + substrato
em enzima + produto. Para catalase, os valores de Kcat, Km e Kca/Km séo respectivamente
4x10"st, 1.1 M (o maior dentre as enzimas) e 4x10” M1.s™1 (NELSON e COX, 2014).

No caso de toxicidades gerada pelas ERO’s, o sistema antioxidante atua rapidamente com
0 intuito de manter as condicdes favoraveis no meio celular. Como ja mencionado, a CAT €
uma das principais enzimas desse sistema e quando esse sistema sofre diretamente os impactos
dessa toxicidade acaba tendo sua eficiéncia enzimatica comprometida levando a um

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

30



3.0BJETIVOS

3.1 Geral

Analisar o efeito do herbicida Metribuzin sobre a catalase hepéatica do peixe curimata-

pacu (Prochilodus argenteus).

3.2 Especificos

o Quantificar a atividade da catalase hepatica;
o Quantificar proteinas totais presentes no figado do P. argenteus;
o Realizar cinética enzimatica de Catalase hepatica de P. argenteus utilizando o modelo

de Michaelis-Menten.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Local de origem da espécie

Foram cedidos pela CODEVASF-52 SR (Companhia do Desenvolvimento do Vale do
Séo Francisco e do Parnaiba), juvenis de P. argenteus com média de comprimento total de 9.5
+ 2.0 cm. A aclimatacéo e o delineamento experimental foram conduzidos no Laboratorio de
Aquicultura (LAQUAJ/CECA). Os peixes foram aclimatados durante 15 dias, em tanque de
2500 L com sistema de aeracdo e recirculacdo da dgua, alimentados 4 vezes por dia com racao
comercial 45% de Proteina Bruta, foram aferidos parametros de qualidade da agua como:
temperatura de 25.1 + 0.1 °C, pH 6.60 + 0.11 e oxigénio dissolvido (OD) de 5.6 + 0.2 mg L™,

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

4. 2 Procedimento Experimental

Apos aclimatagdo, os peixes foram transferidos para aquarios de 40 litros (volume dtil de
33,5 L) e distribuidos em 12 aquarios, sendo 12 animais em cada, utilizando metribuzin de fonte
comercial com concentragdes: controle-agua; 37,32 mg.L?, 74,68 mg.L %, e 111,97 mg.L 2. O
valor para a CLsoem 48h foi de 149.3 + 3.1 mg. L, 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 aquatica,
com duracdo de 96h em sistema estatico (sem alimenta¢do e sem troca d’agua).

Os peixes foram sacrificados em 24 e 96 horas depois do inicio do experimento. Foram
insensibilizados com Mesilato de Tricaina - TMS (MS-222) (de acordo com o item 8.2.9.3 da
Resolugdo n® 13/ 2013, das Diretrizes da Pratica de Eutanasia do Conselho Nacional de Controle
de Experimentacdo Animal — Concea) e tiveram os figados retirados, congelados em nitrogénio
liquido e mantidos a -20°C em freezer até posteriores analises. Esse experimento foi aprovado
pelo comité de ética da UFAL (protocolo n°36/2017).

4.3 Preparacdo do extrato de figado

Os extratos de figado foram preparados de acordo com Miron et al. (2008). Foram
utilizados pools de 3 figados de cada tratamento, sendo macerados em um homogeneizador do

tipo Potter com tampao fosfato de potassio 20 mM, pH 7,4 (com Triton a 0,1% X-100 e NaCl
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150 mM) na proporc¢éo de 1g de tecido : 20 mL de tampé&o e centrifugado a 10000g durante 10
min a 4°C. O sobrenadante foi utilizado para quantificacdo enzimatica e proteica, sendo diluido
na proporc¢ao a qual se obtinha a melhor resposta sobre a absorbancia que nesse caso foi de 1:15

(extrato:tampao).

4.4 Determinacéo de atividade de Catalase

A quantificagdo de catalase foi determinada espectrofotometricamente de acordo com
Miron et al. (2008). O meio reacional consistia em 2856uL de tampdo de fosfato de potassio
(50 mM, pH 7,0), 72 uL de extrato diluido (1:15), e 72 uL de H202 (0,3 M). A avaliacdo na
mudanca das absorbancias foi realizada em 60s. Todas as leituras para catalase foram realizadas
em cuvetas de quartzo a 240nm em um espectrofotdmetro SHIMADZU, modelo UV - 1800. A
atividade da catalase foi calculada em pmol.mg™.protein.min,

A atividade foi calculada através da determinacdo da absorbancia e os valores obtidos
com a variagdo dessa absorbancia foram utilizados para obtencdo dos valores de atividade

através da férmula:

(AABS)*Vr=Fd

ativ.enz =
exVh

(Equagdo 1 — Célculo da atividade enzimatica)

Onde:
e ativ.enz: atividade enzimatica dada em pmol.min.ml"t.mg de proteina™;

e AABS: (ABS10s— ABSgos);

e Vr: Volume reacional (3000 pL);

e Fd: Fator de diluicéo;

e ¢&: Coeficiente de extingdo do H.O, & 240nm (43,6. M*.cm™);

e Vh: Volume do homogenato (72 pL).

4.5 Quantificacdo de teor proteico

Para a quantificacdo de proteina optou-se pelo método proposto por Bradford (1976) que
utiliza o reagente de Bradford (2500 pL) e utiliza albumina sérica (BSA) (100 uL) como padréo
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proteico para construcdo da curva de calibracdo. As leituras foram realizadas em comprimento
de onda de 595 nm.

A quantificacdo proteica foi calculada com base na determinacdo das absorbancias
aplicadas a férmula abaixo:.

¢= ((ABz_b) * 1%) (Equacéo 2 — Calculo da concentragéo proteica)

Onde:

C: concentragdo proteica encontrada em mg/mL;

e ABS: absorbancia obtida a 595 nm;

e o: Coeficiente angular da equagdo resultante da curva de calibragdo do reagente de
Bradford;

e Db:Coeficiente linear da equacao resultante da curva de calibracao do reagente Bradford,;

e Fd: Fator de diluicao.

4.6 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram tratados no GraphPad Prism 6 utilizando o método comparativo
one-way ANOVA com diferencas consideradas estatisticamente significativas com 95% de
nivel de confiabilidade (p < 0.05).

4.7 Determinacéo das constantes cinéticas

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

os valores de Km e Vmax aparentes.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Sao descritas alteragdes enzimaticas e metabdlicas, inclusive dos constituintes do sistema

de defesa antioxidante, em diversas espécies frente a esse xenobidtico. Os efeitos visuais
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causados pelo metribuzin s&o diversos, como: aceleracdo da respiracdo, diminuicdo da
coordenacdo motora, convulsoes, saltos fora d’agua, sangramento opercular e aumento das
visceras (KOUTINIK; STARA; VELISEK, 2015).

A atividade de catalase do figado de P. argenteus expostos a diferentes concentracdes de
metribuzin apos 24 e 96 h de exposicdo esté representada na figuras 6. Ap6s 24h de exposicao
ao metribuzin (figura 6a) observou um decaimento significativo na atividade de catalase no
tecido dos animais expostos a todas as concentragdes; seguindo um perfil de quanto maior a
concentracdo do herbicida menor atividade de catalase. Este decaimento resultou em uma
diminuicdo de 64,41% da atividade quando o tecido foi exposto & maior concentracdo do
xenobiotico (111,97 mg/L) quando comparado ao controle.

Em 96 horas de exposi¢do as mesmas concentracdes de metribuzin (figura 6b) o perfil se
manteve e 0 maior decréscimo significativo da atividade ocorreu com a exposi¢cao a maior
concentracdo tendo uma reducdo de 78,91% da atividade quando comparado ao controle.

Figura 6. Velocidade catalitica de catalase hepatica obtidos ap6s 24 (a) e 96h (b) de exposicédo

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

Os individuos também podem sofrer variagdes na quantidade de proteinas totais devido a
exposicéo. Essa possibilidade foi verificada ao longo do experimento e expressa nas figuras 7a
e 7b.

Os valores de proteina totais obtidos nas primeiras 24 h (figuras 7a) mostram um
decréscimo significativo quando se comparam os individuos controle com os que sofreram a
exposi¢do. Houve uma reducdo de 36,83% para maior concentracdo de metribuzin quando
comparado os resultados dos tratamentos com o controle, demonstrando que hd uma influéncia
inicial da exposi¢cdo na quantidade de proteinas totais e que hd uma proximidade de
concentragdo mesmo com 0 aumento da exposicao.

Em 96h (figuras 7b), comparando o controle com o0s demais tratamentos, apenas 0
tratamento mais concentrado obteve uma diminuicdo significativa com reducdo de 35,94%.
Esse comportamento também foi observado em outros peixes, como em truta arco-iris (rainbow
trout) expostos a concentragédo de 89,3 mg/L de metribuzin durante 96h (VELISEK et al., 2008)
e em esturjao-ventre-na (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. Quantificacdo de proteina obtida apds 24 (a) e 96h (b) de exposicao ao Metribuzin.
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ns: Nao significativo. Fonte: O autor, 2019.

Analisando os valores de proteina dos dois periodos observou-se também que houve um
decréscimo de proteina tanto nos individuos controle quanto os que sofreram exposi¢do. Esse
comportamento pode ter relacdo com o jejum prolongado, o estresse causado pelo confinamento

ou outro fator que contribuiu para diminuicdo da concentracdo proteica.
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A figura 8a mostra a atividade especifica da catalase apos exposi¢do ao metribuzin nas

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

na diminuicéo da atividade de catalase com uma reducdo 43,2%. Ja na figura 8b, durante 96h

houve uma diminuicéo significativa da atividade em todas as concentragGes analisadas, sendo
41,63%, 55,63% e 67,08%, respectivamente.

Figura 8. Atividade especifica de Catalase apos 24 (a) e 96h (b) de exposicdo ao Metribuzin.

(a)

S o~ 500-
& £
Y § 400
= H -
- o
< O 300 =
o E
o
- e 200+ ns ns
=
- E -T"
c — *
5 ©° 100 =
2 g
Z 3
< 0~

Controle 37.32 74.65 111.97

Metribuzin (mg.L'l)
(b)
S 500
& £
& = 4004
< o
[ o
< © 300
o E *x
o 7 *
T c 200+ ——
o = *kk
- £
< —_

S 5 100
2 g
2z 3
< 0~

Controle 37.32 74.65 111.97

Metribuzin (mg.L™")

38



Variaghes de atividade de catalase hepatica em pmol.min™. mg de proteina* quando comparadas aos

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

A diminuicdo de atividade de catalase hepatica é identificada em diversos estudos com
agrotoxicos pertencentes ao grupo das triazinas. Verifica-se essa diminui¢do de atividade de
catalase quando comparados os tecidos de peixes controle com os que sofreram exposi¢cdo em
diversos estudos e em varias espécies como em peixes-ouro (Gold fish) submetidos ao
metribuzin em concentragdes de 7.14, 35.7 e 71.4 mg L, constatando uma reducdo
significativa de atividade de catalase hepatica e glutationa redutase ap6s um periodo de 96 h de
exposicdo (MAKSYMIV et al., 2015; HUSAK et al, 2014).

Também é observado esse comportamento em juvenis de common carp (Cyprinus carpio)
expostos a atrazina em concentra¢des de 4.28, 42.8 e 428 ug.L " que ocasionou diminuicéo de
atividade de catalase e SOD hepatica e branquial apds 40 dias de exposicdo (XING et al.,
2012); em juvenis de Zerbrafish (danio rerio) sob exposi¢do de atrazina com concentracdes de
0.3, 3, 30 e 90 ug.L? que também demonstrou diminuicdo da atividade de catalase hepética
(BLAHOVA etal., 2013) e em Spotted snakehead (Channa punctatus) ap6s 7 dias de exposi¢ao
a atrazina em concentracdes de 0, 4.238, 5.300 e 10.600 mg.L™* (NWANI et al., 2010).

Esses resultados mostram o potencial inibitério do metribuzin e dos xenobioticos
pertencentes ao grupo quimico das triazinas sob a atividade de catalase, levantando uma
preocupacao sobre a que nivel pode chegar o impacto causado pela contaminacdo desses
herbicidas em ambientes aquaticos, tendo em vista a diversidade de espécies que atinge e a
importancia dessa enzima para o sistema de defesa antioxidante.

Um dos aspectos importantes no estudo das enzimas é determinar a velocidade da reacdo
e como ela se modifica em resposta a mudancas nos parametros experimentais. Esse estudo é
conhecido como cinética enzimatica (NELSON, COX, 2014). No que diz respeito ao
comportamento enzimatico pode-se observar a Vmax € Km de cada enzima e com a catalase ndo
seria diferente ja que os parametros cinéticos da catalase difere entre as espécies. Para isso, foi
realizado o teste de cinética enzimatica da CAT hepatica de P. argenteus pelo modelo de

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

P. argenteus
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Fonte: O autor, 2019.

A figura mostra uma tendéncia de comportamento linear em que o aumento da atividade
foi proporcional ao aumento da concentracdo do perdxido. A atividade de CAT dentre as
concentracBes mostradas acima, ndo atingiu um platd. Esse comportamento também foi
observado em catalases de bactérias, fungos e vegetais que acabam ndo se ajustando ao modelo
cinético de Michaelis-Menten. Essa condicdo ndo permite uma precisdo nos parametros
cinéticos, mas fornece uma estimativa desses valores e isso permite analisar a tendéncia de
comportamento da enzima (OZTURK et al., 2007; SWITALA, LOEWEN, 2002).

Os termos classicos, Vmax, Kcat e Km, ndo podem ser diretamente identificados no caso
acima pelo fato de a catalase ndo apresentar comportamento cinético de Michaelis-Menten,
mesmo com aumento da concentracdo de substrato. Em concentragdes abaixo de 200 mM, as
subunidades pequenas de catalase apresentam uma velocidade com uma dependéncia da
concentracdo como em Michaelis-Menten, mas os valores sdo usados para calcular Km e Vmax
tedricos. Acima de 200 mM, a catalase ndo segue esse modelo cinético e as atividades tendem
a cair bruscamente, o que pode indicar um dano a enzima causada pela alta concentracdo do
préprio peréxido (SWITALA, LOEWEN, 2002).

A catalase hepética de curimata-pacu apresentou valores cinéticos aproximados de K
(80,58 + 12,83 M), Vmax (2,06 + 0,2486 M.min™?). Esses valores mostram a dificuldade

experimental de se obter a cinética dessa enzima pois seria necessario um aumento da
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concentracdo do substrato em um valor tdo alto que o proprio peroxido 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 concentragcdes maiores
de H20.. Na analise espectrofotométrica, em concentragdes maiores que as demonstradas na
figura 9, as absorbancias extrapolavam a lei de Lambert-Beer interferindo na determinagéo da
absorbancia.

Vale ressaltar que a regulacdo da expressdo da catalase em eucariotos ocorre como parte
de um mecanismo de resposta generalizado ao estresse, seja ele por temperatura, inanicéo,
osmose com diversas variaveis e estimulos dependendo de cada espécie. A imagem ¢é ainda
mais complicada por respostas sobrepostas a estresses ambientais, como patogénese, radiacao,
hormdnios e temperaturas extremas (NICHOLLS, FITA, LOEWEN, 2000). Além disso, tanto
a grandeza quanto o significado real de Km e Vmaéx sao diferentes de uma enzima para outra
(NELSON e COX, 2014).

Além disso, as condi¢des ambientais (por exemplo, irradiacdo UV, temperatura da agua,
oxigénio dissolvido etc.) e poluicdo gerada por atividades antropogénicas sdo conhecidas por
causar tais tensdes oxidativas que elevam os niveis de ERO’s e podem danificar muitas
biomoléculas importantes, incluindo DNA e proteinas, modificando seus mecanismos (KIM et
al., 2010).
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6. CONCLUSOES

o Vale destacar que a utilizacdo indiscriminada do metribuzin afeta os ecossistemas, visto
que os peixes possuem grande influéncia para o equilibrio por estarem no topo da cadeira trofica
e que desequilibrando qualquer nivel da cadeia, todo o ecossistema aquéatico de uma regido é
afetado.

o O peixe curimatd-pacu demonstrou ser uma boa espécie sentinela para estudo
toxicoldgico por ser um peixe de facil acesso ao longo do rio Sdo Francisco.

o A quantificacdo da atividade da enzima catalase apresentou um decaimento quando
observada tanto a relacdo de concentracdo com o tempo como a relacdo de proteina com o
tempo demonstrando um efeito do metribuzin sobre a atividade da enzima;

o A cinética realizada mostrou que a catalase ndo segue 0 modelo proposto por Michaelis-
Menten e a obtencdo das constantes cinéticas é obtida por estimativa de valores.;

o O presente estudo precisa ser complementado com novas analise para avaliar o real
efeito desse herbicida. Conclui-se que apesar de ndo se conhecer o mecanismo de acgdo do
metribuzin em peixes, fica notdrio o potencial inibitorio dele em relagdo a catalase hepética de

P. argenteus.
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