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Resumo

Pesticidas sdo mundialmente usados para melhorar a produtividade das lavouras por meio da
eliminacdo de insetos vetores de doengas ou ervas daninhas (pragas) das culturas agricolas. O
Brasil ¢ um dos maiores consumidores de pesticidas no mundo. Porém, esses compostos
podem causar impactos negativos para 0 meio ambiente e saide humana. O metribuzin é um
herbicida do grupo quimico das triazinonas assimétricas, de amplo espectro de acdo que age
inibindo a fotossintese. Utilizado principalmente nas culturas de cana-de-agUcar, tomate e soja
ele é potencialmente toxico e considerado perigoso para 0 meio ambiente, pois tem alta taxa
de solubilidade em &gua (1,22 mg/L) e meia vida de aproximadamente sete dias em &gua e 30
dias no solo, tornando possivel a contaminacdo do solo, aguas superficiais e subterraneas e
dos organismos presentes, por meio de lixiviacdo dos campos agricolas. J& é de conhecimento
que o metribuzin e outros herbicidas do mesmo grupo quimico sdo toxicos para algumas
espécies de peixes, podendo causar, perda de movimento e coordenacdo, aumento da
respiracdo e alteracGes bioquimicas, hematoldgicas e histopatologicas nos tecidos de peixes.
Entretanto, os efeitos toxicos do metribuzin nas fases iniciais do desenvolvimento em peixes
ainda nao foram esclarecidos. Portanto, no presente trabalho, usando o zebrafish (Danio rerio)
como espécie modelo, objetivou-se determinar, a embriotoxicidade e possiveis alteracdes
morfométricas no desenvolvimento corporal ap6s exposicdo a diferentes concentraces do
herbicida a base de metribuzin (UNIMARK 700 WG). Os embrides/larvas de zebrafish foram
expostos a concentracbes do composto, previamente diluidas a partir da solucdo estoque
(0,0002 mg/mL, 0,002 mg/mL, 0,02 mg/mL, 0,1 mg/mL, 0,2 mg/mL, 0,4 mg/mL), controle
negativo (agua reconstituida) e positivo DCA (Dichloroniline 3,4) durante 144 horas. Depois,
destinados a avaliacdo a cada 24 horas, do movimento espontaneo (24h), batimento cardiaco
(48h), mortalidade, eclosdo e alteracfes morfoldgicas avaliados em (24, 48, 72, 96, 120 e
144h) de exposicdo. Os resultados do presente estudo indicaram toxicidade do composto ao
longo das 144 horas concentracdo-dependente, apresentando alta taxa de mortalidade nas
concentracdes maiores, taquicardia, alteragdes morfolégicas (com maior frequéncia de
deformacgdes na coluna) e diminuicdo da eclosdo e movimentos espontaneos. Os dados
obtidos evidenciam toxicidade do composto nas fases embriolarval e aponta a necessidade de
estudos posteriores, incluindo histoldgicos e comportamentais para maior conhecimento sobre
alteraces e possiveis danos em outros sistemas e organismos diferentes.

Palavras-chave: Ecotoxicologia; pesticidas; triazinonas; metribuzin; zebrafish.



Abstract

Pesticides are used worldwide to improve crop productivity by eliminating insect vectors of
diseases or weeds (pests) from agricultural crops. Brazil is one of the largest consumers of
pesticides in the world. However, these compounds can cause negative impacts on the
environment and human health. Metribuzin is a herbicide from the chemical group of
asymmetric triazinones, with a broad spectrum of action that acts by inhibiting
photosynthesis. Used mainly in sugarcane, tomato and soybean crops, it is potentially toxic
and considered dangerous for the environment, as it has a high solubility rate in water (1.22
mg/L) and a half-life of approximately seven days in water and 30 days in the soil, making it
possible to contaminate the soil, surface and underground waters and the organisms present,
through leaching from agricultural fields. It is already known that metribuzin and other
herbicides of the same chemical group are toxic to some species of fish, causing loss of
movement and coordination, increased breathing and biochemical, hematological and
histopathological changes in fish tissues. However, the toxic effects of metribuzin in the early
stages of development in fish have yet to be clarified. Therefore, in the present work, using
zebrafish (Danio rerio) as a model species, the objective was to determine the embryotoxicity
and possible morphometric changes in body development after exposure to different
concentrations of the herbicide based on metribuzin (UNIMARK 700 WG). Zebrafish
embryos/larvae were exposed to compound concentrations, previously diluted from the stock
solution (0.0002 mg/mL, 0.002 mg/mL, 0.02 mg/mL, 0.1 mg/mL, 0.2 mg/mL, 0.4 mg/mL),
negative control (reconstituted water) and DCA positive (Dichloroniline 3.4) for 144 hours.
Afterwards, destined to the evaluation every 24 hours, of the spontaneous movement (24h),
heartbeat (48h), mortality, hatching and morphological alterations evaluated in (24, 48, 72, 96,
120 and 144h) of exposure. The results of the present study indicated toxicity of the
compound over the 144 hours concentration-dependent, with a high mortality rate at higher
concentrations, tachycardia, morphological changes (with a higher frequency of deformations
in the spine) and a decrease in hatching and spontaneous movements. The data obtained show
the toxicity of the compound in the embryolarval stages and point to the need for further
studies, including histological and behavioral ones, for greater knowledge about alterations
and possible damages in other systems and different organisms.

Keywords: Ecotoxicology; pesticides; triazinones; metribuzin; zebrafish.
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1 INTRODUCAO

Os pesticidas sdo substancias quimicas usadas continuamente nas lavouras agricolas,
para aumentar a produtividade, eliminando organismos vetores de doencas e ervas daninhas
(DORES et al., 1999; RODRIGUES, 2007). No Brasil o uso intensivo dessas substancias na
agricultura tem prejudicado a biodiversidade, causando reducdo na disponibilidade e
qualidade da &gua, alterando a qualidade do ar e dos alimentos, resultando em desequilibrio
ecoldgico (NUNES, 2007).

No Brasil sdo registrados como pesticidas 405 ingredientes ativos, que dao origem a
aproximadamente 2455 formulagdes para venda. Incluindo, 25% de herbicidas, 22% de
fungicidas, 21% de inseticidas, e os demais integram acaricidas, adjuvantes e reguladores de
crescimento (AGROFIT, 2020). O Brasil em 2019, vendeu grande porcentagem de pesticidas
por classe de uso, entre eles os herbicidas com 59,6%, fungicidas com 15,2% e os inseticidas
com 11,7% das vendas, totalizando cerca de 620 mil toneladas de ingredientes ativos
comercializados (IBAMA, 2020).

No entanto esses compostos podem deixar residuos no solo e por meio de processos
como escoamento superficial, subsuperficial e lixiviagdo, 0s quais podem levar ao
espalhamento, carregamentos lateral e vertical, respectivamente, desses residuos no solo.
Esses processos podem contaminar corpos hidricos e causar possiveis danos ambientais
afetando a fauna aquética, bem como a salde humana (CARVALHO, 2013). Estudos
demonstram a presenca de residuos dos agrotdxicos no solo, sedimentos e em aguas
superficiais e subterraneas em todo mundo (XING, et al., 2012; RODRIGUES, et al., 2019).

Os herbicidas do grupo quimico das triazinas e triazinonas sdo compostos (nao-
enzimaticos) inibidores do fotossistema Il (FSII), bases fracas usadas no controle da
vegetacdo de folhas largas e folhas estreitas, aplicados em pré e poOs-emergéncia com
persisténcia média no solo (VELISEK, 2009; RODRIGUES; ALMEIDA, 2011; PLHALOVA
et al., 2012). No Brasil, os herbicidas que inibem o FSII estdo classificados nos grupos
quimicos: Triazinas (atrazina); Triazinonas (metribuzin) e triazolinonas (RODRIGUES;
ALMEIDA, 2011 e CARVALHO, 2013).
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O metribuzin (4-amino-6-terc-butil-4,5-di-hidro-3-metiltio-1,2,4-triazin-5-ona) é um
herbicida do grupo quimico das triazinonas assimétricas, bastante utilizado principalmente nas
culturas de soja, de batata e de cana-de-actcar (RODRIGUES; ALMEIDA, 2011).

Desenvolvido para o controle de gramineas e de ervas daninhas de folhas largas, é
um composto seletivo, de acdo sistémica que inibe a fotossintese bloqueando o fluxo de
elétrons no FSII, pois liga-se na proteina D-1 no sitio de ligacdo onde se acopla a
plastoquinona (Qb) impedindo a formacdo da plastohidroguinona (QbH2) que transfere
elétrons para o complexo citocromo. Com isso o fluxo de elétrons é interrompido entre os
fotossistemas, diminuindo a producdo de energia, na etapa fotoquimica da fotossintese, o que
resultard posteriormente na morte da planta (VELISEK et al.,, 2009; RODRIGUES;
ALMEIDA, 2011; Carvalho, 2013).

Para a realizacdo do presente estudo selecionou-se como modelo experimental o
peixe zebrafish (Danio rerio), um teledsteo de &gua doce pertencente a familia Cyprinidae,
gue medi de 3 a 5 centimetros de comprimento quando adulto e possuem 70% de similaridade
genética e fisiologica com humanos (DAMMISKI et al.,2011; PORTO et al., 2023).

O zebrafish expressa alta taxa de reproducdo, embrides transparentes que facilita a
observacdo de seu desenvolvimento, com desenvolvimento rapido onde o ovo evolui para
larva entre 48 e 72 horas chegando a fase adulta em 3 meses (DAMMISKI et al.,2011;
PORTO et al., 2023). Além disso, para manter um biotério de zebrafish ndo precisa- se de
muito espaco, 0s animais tem baixo custo e possibilidade de atuagdo em diversas areas da
ciéncia como toxicologia, farmacologia, genética entre outras (DAMMISKI et al., 2011).
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 PESTICIDAS

Os pesticidas sdo definidos e conceituados pela Lei Federal n® 7.802, de 11 de julho
de 1989, as disposicdes dessa lei foram regulamentadas pelo Decreto n® 4.074, de 4 de janeiro
de 2002 (BRASIL, 1989). A classificacdo toxicoldgica dos pesticidas também é feita com
base na mesma Lei 7.082/89, que estabelece a toxicidade dos produtos, a partir de seus efeitos
agudos, distribuidos em quatro classes, com cores de alerta para serem estampadas nas
embalagens: Classe | - extremamente toxicos (vermelho), Classe Il - altamente tdxicos
(amarelo), Classe Il - mediamente tdxicos (azul) e Classe IV - pouco ou muito pouco toxicos
(verde) (BRASIL, 1989, 2002; REBELO et al., 2010), como apresentado na Figura 1.

Figura 1. Classificacdo toxicologica e ambiental dos pesticidas.
CLASSIFICAGAO CLASSIFICACAO
TOXICOLOGICA AMBIENTAL

CLASSEIT CLASSEII
Altamente toxico Muito perigoso ao meio ambiente

Fonte: (BRASIL, 2002), “gov.br/anvisa”.

Pesticidas causam impactos no meio ambiente e prejuizo sobre organismos presentes
na agua, no solo e ao seu entorno e mesmo distantes, como organismos naturais do local,
insetos, plantas aquéticas e peixes, devido, principalmente, a alteracfes do habitat natural
(LOPES et al.,2018). Além disso, podem contaminar rios, reservatérios de agua e bacias
fluviais, sendo capaz de interferir nos organismos aquaticos presentes. Dentre 0s grupos de
substancias quimicas usadas como pesticidas, 0s herbicidas foram a classe mais encontrada
em aguas doces brasileiras.

Herbicidas sdo usados na agricultura de forma técnica para o controle de pragas
como ervas daninhas, porém varios desses compostos deixam residuos que permanecem
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ativos no solo por um longo periodo de tempo, 0 que ajuda na manutencao e no controle das
ervas daninhas das plantagdes (MELO et al.,2010).

O metribuzin, € um composto ativo presente em varios herbicidas como no Sencor,
no Lexone, e no Sencorex, e esta registrado no Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento — MAPA n° 9415, com classificacdo toxicoldgica: 111 — medianamente tdxico,
classificacdo do potencial de periculosidade ambiental: 11- produto muito perigoso ao meio
ambiente (VELISEK et al., 2009; CARVALHO, 2013; ZHANG et al., 2014).

A dose aplicada do produto depende do tipo culturas agricolas (segundo bula
UNIMARK 700 WG), como demonstrado no Quadro 1.

Quadro 1 — Dose do produto por cultura.

DOSE VOLUME DE
CULTURA PLlNh'I":rSr“I&I:;EHSII:NTES Prudut_n CALDA NI.'IHERD, EPOCAE INTERVALO DE
(Nome cientifico) Comercial terrestre APLICACAO
(kg/ha) (L/ha)
Caruru-de-mancha Fazer a aplicagdoc em pré-emergéncia
(Amaranthus viridis) 0,5a1,0 ou em pos-emergéncia inicial das
Picdo-preto kag/ha plantas daninhas e da cultura. Mao
Batata (Bidens pilosa) (350 - 7004 aplicar sobre se a cultura da batata
Beldroega i.a.f/ha) 5ti1.fer com rr]al:s de 5 cm de e_llturfl.
(Portuiaca oleracea) Reall;_!ar no maximo 2 (duas) aplicacao
por ciclo da cultura.
Apaga-fogo
(Alternanthera tenella)
Caruru-de-mancha
(Amaranthus viridis)
Corda-de-viola
(Ipomoea triloba)
Picdo-preto 2,0-27 Pré- Wplicacdo em pré-emergéncia ou logo
) h ka/ha = . e :
CAana-de- (Bidens pilasa) (1400 - LggQ| @mergéncia Apds a amargéncia das plantas daninhas &
agucar Braguiaria gi.a.fha) 100 -150 L defda cultura. Fazer um 1 (uma) aplicagdo
(Brachiaria decumbens) B calda/ha |por ciclo.
Desmddio
(Desmodium tortuosum) Pés-
Catirina, Hortela emergéncia
(Hyptic lophanta) 100 - 200 L
Capim-coloniao de calda/ha
{Panicum maximum)
Caruru-de-mancha . " . -
(Amaranthus viridis) 0,5-0,7 Apll;agan em pré-emergencia q::s plantas
. Pico-preto kg/ha danlnha; e da cultura nc_plaqtlo
Soja (Bidens pilosa) (350 - 430 g ccml.fencmnal ou no planigu—dlretc_:.
. Realizar 1 (uma) aplicacao por cicle da
Beldroega i.a.fha) cultura
(Portwlaca oleracea) '
Caruru-de-mancha Wplicacdo em pré-emergéncia ou pos-
(Amaranthus wiridis) emergéncia inicial das plantas daninhas e
Tamata PicAo-preto 0,7 k/ha (450 nds-transplantio da cult_ura. Aplicar a
(Bidens pilasa) glajha) partir de £ semanas apos transplante das
Beldroega mudas de tomate. Realizar 1 (uma)
(Portulaca oleracea) laplicagao por ciclo da cultura.

Fonte: Bula UNIMARK 700 WG

O metribuzin é um herbicida seletivo, de agdo sistémica, aplicado em pré ou pés-
emergéncia inicial, geralmente absorvido pelo sistema radicular das plantas infestantes,
translocando-se no xilema, e acumulando-se nas folhas, caules e raizes. Interferi no processo

da fotossintese, apresenta mecanismo de acdo Inibidor da fotossintese no fotossistema I,
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pertencente ao grupo triazinonas, segundo classificagdo internacional do Comité de Acéo a
Resisténcia de Herbicidas (HRAC), (BULA, ANVISA., 2020; UNIMARK 700 WG).

O metribuzin, atende pelo nome quimico, 4-amino- 6-terc-butil-4,5-di-hidro-3-
metiltio-1,2,4-triazin-5-ona, foi desenvolvido em 1971 na Alemanha. E um herbicida de base
fraca, do grupo quimico das triazinonas assimetricas, possui dois &tomos de nitrogénio e dois
atomos de carbono adjacentes (Figura 2) (VELISEK et al., 2009; CARVALHO, 2013;
ZHANG et al., 2014).

Figura 2 - Estrutura quimica do metribuzin.
N-N
(EH).C— Y)—SCH,
N

\

O NH

2

Fonte: gov.br/ ANVISA, 2021.

Este composto possui uma alta taxa de solubilidade em agua, sendo suscetivel a
lixiviacdo através dos campos agricolas, dependendo do volume de chuvas, umidade e matéria
organica presente no solo (PLHALOVA et al., 2012). Esse efeito residual aumenta o risco de
contaminacédo tanto no prdprio solo como em mananciais hidricos superficiais e subterraneos,
devido as caracteristicas fisicas e quimicas da substancia, como fraca adsorcéo ao solo e alta
solubilidade em agua. A fotdlise aquosa deste composto € rapida e possui meia vida em
ambiente aquético natural de aproximadamente sete dias podendo se estender e, no solo por
30 dias, dependendo da qualidade e quantidade de matéria organica, essa meia vida também
pode ser estendida (VELISEK et al., 2009; CARVALHO, 2013; ZHANG et al., 2014,
GUIMARAES et al., 2019).

Estudo relatou a presenca de herbicidas nas aguas subterraneas que séo utilizadas
para consumo humano, o metribuzin foi detectado (com concentragao de 0,351 pg — L),
(DORES et al., 2006). Os pesticidas possuem longa persisténcia no meio ambiente e alta
atividade bioldgica, o que pode causar efeitos nocivos a saide humana e ao meio ambiente
(MARONI. M et al., 2006; DAMALAS, KOUTROBAS., 2016). Neste contexto, ocorre a
exposicdo ocupacional geralmente em trabalhadores envolvidos na fabricagdo de pesticidas e

no setor agricola, entre agricultores e aplicadores profissionais de pesticidas (GLASS.CR,
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MACHERA. K., 2009; Ye. M., 2013). J& os individuos da populacdo comum podem se expor
a residuos de pesticidas em alimentos e agua potavel ou por residuos pesticidas em areas
residenciais proximas a areas de pulverizacdo, podendo causar intoxicacdo grave
(DAMALAS, KOUTROBAS., 2016).

De acordo com estudo promovido por (MONDRA et al., 2008), apds a exposi¢do da
carpa comum (Cyprinus Carpio) ao metribuzin na concentracédo de (1,75 mg — L), durante 28
dias, estas apresentaram alteracdes hematoldgicas, como aumento da contagem de globulos
vermelhos e do hematocrito em relacdo aos peixes controles.

A atrazina, herbicida com agdo semelhante ao metribuzin, também mostra resultados
potencialmente toxicos, incluindo toxicidade reprodutiva e do Desenvolvimento,
neurotoxicidade e cancer, geralmente, via desregulacdo endocrina (MOSTAFALOU,
ABDOLLAHI., 2017; AHKIN, FREEMAN., 2021). Relatos de outros estudos, evidenciam o
aparecimento de defeitos congénitos em filhos de mulheres que vivem em &reas de uso de
atrazina (WALLER et al., 2010; AGOPIAN et al., 2013).

Nesse contexto, uma vez que o metribuzin é amplamente utilizado em plantac6es de
grande interesse econdbmico, como a da cana-de-acUcar, sendo o Brasil um dos maiores
produtor de cana-de-actcar do mundo (CONAB., 2007). Com o potencial poder de lixiviacdo
e contaminagdo de ambientes e organismos, ndo alvo, torna-se importante mais estudos para
comprovar ou ndo seus possiveis efeitos a curto e longo prazo na biota exposta a ele de forma

indireta.

2.2 O modelo animal Zebrafish (Danio rerio)

O zebrafish é um peixe teledsteo, pertence a familia Cyprinidae, nativo do sul e
sudeste da Asia, regido com estacdes climaticas definidas, ambientes alagados, com alteracdes
nos parametros de qualidade da &gua, o que torna o zebrafish, tolerante e resistente as
mudangas no habitat e em biotério (DAMMSKI et al., 2011). Seu desenvolvimento répido e

funcdo metabolica se desenvolve em aproximadamente 72 horas apos fertilizagdo (hpf).

Torna-se adulto em cerca de trés meses (90 dias), possui ciclo de vida curto (£ 2,5
anos), reproducdo e fecundacdo externa produzindo, entre, (100 a 250 %) ovos por dia,
(DAMMSKI et al., 2011). Dentre as vantagens do seu uso como sistema modelo, esta o fato
de ter embriQes e larvas transparentes o que permite que todo o processo de desenvolvimento
seja observado, alem de alta taxa de reproducdo e fertilizagcdo, um tamanho pequeno podendo

ser mantido em biotério menor, baixo custo e facil manutencdo em condig¢Oes de laboratdrio
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comparado aos modelos de mamiferos, genoma sequenciado, semelhanca genética com
humanos de 70% e comportamento complexo (ROCHA et al., 2017; CANEDO et al., 2022).

Figura 3 - Foto ilustrativa de espécimes de zebrafish (Danio rerio) adultos.

Fonte: “Rede zebrafish.com.br”.

O zebrafish como sistema modelo é utilizado em varios campos de pesquisa, como
nas areas da biologia do desenvolvimento, ecotoxicologia, farmacologia e toxicologia,
biologia da evolucéo, ciéncias veterinarias, nanotecnologia, (CANEDO et al., 2022).

Deste modo, os estudos relatados anteriormente, apontam para indicios que 0s
herbicidas causam danos ao ambiente aquatico e a sua biota (VELISEK et al., 2009). Porém,
ha necessidade de se conhece mais sobre a toxicidade do metribuzin em diferentes espécies de
peixes e outros organismos presentes no ambiente aquatico. O zebrafish (D. rerio) ja é usado
para testes toxicoldgicos, no entanto pouco se sabe sobre os efeitos que a exposi¢do ao
metribuzin causam no zebrafish principalmente quando se trata do desenvolvimento inicial,

fase em que é possivel ocorrer alteracdes teratogénicas.

O composto metribuzin foi selecionado para o presente estudo, por sua alta
relevancia no uso em lavouras, principalmente da cana-de-acucar, onde o estado de Alagoas é
um dos grandes produtores. Portanto se faz necessario investigar possiveis impactos causados
pela exposicdo deste composto nos estagios iniciais de vida, para determinar o grau de

toxicidade e eventuais alteragdes no crescimento e desenvolvimento.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Avaliar a potencial toxicidade do herbicida a base de Metribuzin para o

desenvolvimento inicial do zebrafish (Danio rerio).

3.2 Objetivo Especifico
e Analisar os efeitos toxicoldgicos e teratogénicos do metribuzin nos embrides de

zebrafish.

e Avaliar se 0 metribuzin pode alterar o crescimento e o desenvolvimento das larvas.
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4 METODOLOGIA

4.1 Manejo dos animais, cuidados e coleta dos embrides

Os peixes adultos (3 meses) do zebrafish (Danio rerio) foram mantidos no Biotério
de Peixes do Laboratério de Morfofisiologia Animal Aplicada (LMAA) no Setor de
Histologia e Embriologia, do Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude (ICBS), da
Universidade Federal de Alagoas (UFAL), em aquarios de polietileno com capacidade de 5
litros, com 4 peixes para cada litro, separados machos e fémeas, em um sistema de
recirculacdo de &gua a (£) 26°C, com fotoperiodo de 14 horas de luz e 10 horas de escuro,
com controle dos pardmetros de qualidade da &gua como pH, aménia e nitrato toxico,
conforme as recomendacdes de (DAMMSKI et al., 2011). Os animais foram alimentados trés
vezes ao dia com racdo em flocos e nauplios de artémia alimento vivo para estimular o
instinto de caga dos animais. Todos os protocolos adotados foram realizados de acordo com a
autorizacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animal (CEUA/ UFAL) com registro n°
25/2020.
Figura 4 - Biotério de peixes do ICBS-UFAL. (Imagens ilustrativas) estante com aquarios em sistema
de recirculacdo de agua a esquerda e racdo em flocos e nauplios de artémia em eclosdo para
alimentag&o dos peixes a direita.

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.
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Para a reproducdo, os peixes zebrafish foram transferidos para criadeiras especificas
com agua reconstituida que é a mistura de 4gua deionizada com sais essenciais, como cloreto
de sddio (NaCl), cloreto de potassio (KCL), cloreto de calcio (CaCl2.2H20), sulfato de
magnésio (MgS04.7H20), para a 0 bem esta e sobrevivéncia dos peixes, simulando
nutrientes encontrados na natureza, e distribuidos na propor¢do de 1 fémea para 2 machos,
em cada criadeira separados por uma divisoria transparente, foram adicionados trés (3) fémeas
e seis (6) machos durante a tarde, no total doze (12) fémeas e vinte e quatro (24) machos
divididos em quatro (4) criadeiras por reproducéo.

Na manha do dia seguinte, no inicio do ciclo de luz, foram retiradas as divisorias
para iniciar a reproducdo. Os peixes foram deixados nas criadeiras cerca de 40 minutos. Em
seguida com a reproducao finalizada os peixes foram separados e colocados em aquarios de
descanso e os embrides coletados, lavados com solugdo de 0,1% de Azul de Metileno para
evitar a proliferacdo de microrganismos como fungos seguido pela lavagem em &gua
reconstituida.

Posteriormente os ovos vidveis foram contados e separados com auxilio de um
estereomicroscopio, apos essa etapa concluida os embribes vidveis selecionados foram
expostos aos diferentes tratamentos e os inviaveis descartados (Figura 5).

Figura 5 - Procedimento de sele¢cdo dos embrides, 1 coleta dos 6vulos e limpeza, 2 sele¢bes dos

ovulos, viaveis seguiram para experimento e inviaveis foram descartados, 3 distribui¢es dos 6vulos

nas placas de 24 pocos e inicio do ensaio.
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Fonte: Adaptado de Lammer et al. (2009)

4.2 Preparo das concentracfes de metribuzin
Para facilitar a exposicdo dos peixes as concentragcOes de interesse deste estudo, uma

solucdo estoque foi feita na concentragdo de 20,8 mg/mL diluida em &gua ultra-pura com
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auxilio de um agitador magnético a partir da formulacdo comercial do metribuzin,
UNIMARK 700 WG (s6lido e granuloso) com composi¢do quimica nas proporc¢des de 70%
de metribuzin e 30% de moléculas inertes (Bula ANVISA., 2020 — UNIMARK 700 WG). A
partir da solucdo estoque foram diluidas em agua reconstituida as concentragdes, 0,0002;
0,002; 0,02; 0,1; 0,2; 0,4 mg/mL, que foram usadas para a exposi¢do dos embrides, utilizando

micropipetas de diferentes volumes.

Para obtencdo das concentracOes testadas no experimento foram realizadas buscas
de dados de relevancia ambiental na literatura e a partir dessas concentragcfes calculadas as de
uso no experimento. A (Tabela 1) mostra as concentracdes de relevancia ambiental

encontradas no solo, sedimento e ambiente aquatico.

Tabela 1 - Concentragdes de relevancia ambiental de metribuzin encontradas em diferentes matrizes e

localidades.
Baima River 0,01; 0,16 pg/L-%; 0; 5600 ug/L-*  SUN, X et al.,
watershed 0,09 pg/L-1; 0,08 2019
(China) ug/L-*
Estuario do rio 0,88 ug/L-t 0,027 ug/g-t RODRIGUES
Sado, etal., 2019
(Portugal), em
2017
Regiéo 0,35 ug L-; 0,63 pg XING, Z et al.
maritima, L-'; 0,041 pg L-%; 35;1 2012
Canada, de ugL-; 1 pugL-12,0-
2003-2007 2005 75,00 pg L-*
Rio 0,0017; 0,8217; CORREIA et
. 0,0007; 0,2897 ug/L-* al., 2020
Samambaia,
Brasil

Fonte: Elaborado pela Autora 2023.

4.3 Exposicdo ao Metribuzin

A exposicao as concentracgdes, 0,0002; 0,002; 0,02; 0,1; 0,2; 0,4 mg/mL, do herbicida
a base de metribuzin foi realizada até o limite de 3 horas p6s fertilizacdo (hpf), segundo as
normas da (OECD, 2013) que foi adaptada e estendida de 96 horas para 144 hpf, para uma
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melhor observacao das possiveis alteracdes expressas nas larvas do zebrafish, uma vez que os
embriBes até aproximadamente 72 horas tém o coreo que conferi protegdo. Os embrides foram
alocados em placas de 24 pocos, distribuidos 10 embrides (1 embrido por poco) para cada um
dos tratamentos com diferentes concentracfes de metribuzin (formulacdo comercial
UNIMARK 700 WG), totalizando 30 embrioes por concentragdo que foram expostos de
forma semi-estatica, e realizaram-se as trocas das solu¢bes a cada 48 horas. Em paralelo
também foram incubados embriGes (n=10) dos grupos controle negativo (adgua reconstituida
0,0) e (n=10) controle positivo DCA 4mg/mL (Dichloroniline 3,4).

Todos os experimentos foram realizados em triplicata, utilizando lotes de embrides
oriundos de diferentes reprodutores. Posteriormente os embrides foram incubados em estufa

com demanda bioguimica de oxigénio (BOD), na temperatura de aproximadamente 26°C.

4.4 Avaliagdo da Embriotoxicidade

Os embriBes foram expostos até 144 horas pos fertilizagdo, segundo as normas da
(OECD., 2013), avaliou-se parametros letais e ndo letais e embriotoxicidade a cada 24 horas.
Nos parametros de letalidade analisaram-se a coagulacdo do embrido (0, 24 h), cauda néo
isolada (24, 48, 96, 120, 144 h), ndo formacdo de somitos (24, 48, 96, 120, 144 h). Os
parametros ndo letais que foram analisados incluiram taxa de eclosdo (24, 48, 72, 96, 120, 144
h), os movimentos espontaneos (24h), batimentos cardiacos (48h) e pigmentacdo do embrido/
larva (24, 48, 72, 96, 120, 144 h), ocorréncia de efeitos teratogénicos, que compreende a
presenca de escoliose, raquitismo, deformac6es do vitelo e retardo do crescimento em geral,
foram analisados nos tempos de exposicdo até 144 horas pos fertilizagdo. As condicBes que
foram adotadas para a realizacdo dos experimentos, foram adaptadas a partir das normas da

Organizacéo para a Cooperagédo e Desenvolvimento Econdmico 236 (OECD, 2013).

4.5 Andlises Morfométricas

As analises foram realizadas apds 144 hpf onde os espécimes foram submetidos a
eutanasia por imersdo em solucdo de benzocaina 0,1% e fixados em paraformaldeido (PFA) a
4% por 24 horas. Apoés a fixagdo os espécimes foram retirados do PFA e mantidos em alcool
70% a temperatura 4°C, até a realizacdo da biometria. As analises morfométricas dos
espécimes foram realizadas com auxilio de um microscopio com sistema de captura de
imagem (Opticam OPZTS - O400S), nos quais foram fotografados dorsal e lateralmente. As

imagens foram analisadas com o software ImageJ, para os parametros (em milimetros): Area
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da bexiga natatoria (ABN), Area do saco vitelinico (ASV), Largura da cabeca (LC) e
Profundidade da cabeca (PC), Diametro ocular (DO), Distancia interocular (DI), Distancia da
boca ao anus (DBA).
4.6 Andlise estatistica

As analises estatisticas foram processadas com software Graphpad Prisma 8.0. Os
dados paramétricos obtidos passaram pelos testes one-way ANOVA, seguido do teste de
Tukey com nivel de significancia de 5%. Os dados foram submetidos ao teste de normalidade,
de Shapiro-Wilk e o teste de Bartlett. resultados de sobrevivéncia foram testados de acordo
com o teste de LogHank. Considerou-se diferenca significativa entres os grupos resultados

quando p< 0,05.
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5 RESULTADOS

Observou-se que, ap6s 144h de exposicdo dos embrides de D. rerio, de 0,2 e 0,4
mg/mL de metribuzin foram as mais toxicas provocando a letalidade de 100% dos embrides
em 24 horas, seguida da concentracdo 0,1 mg/mL, que teve a maior mortalidade em 144 horas
cerca de 43,7%, comparando ao controle (0,0) que sobreviveram 100% dos embrides,
validado o experimento como mostra a Figura 6 (A).

Figura 6 - Andlise de sobrevivéncia (A) e da taxa eclosdo (B) das fases embrionéria e larval do
zebrafish (Danio rerio) exposto a formulacdo comercial do herbicida metribuzin por 144h.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Os resultados observados nas alteragbes das taxas de sobrevivéncia,
consequentemente também alteraram as taxas de eclosdo no decorrer das 144h,
principalmente nas maiores concentragdes que apresentaram taxas de sobrevivéncia menores,
dependente dos tratamentos 0,2 e 0,4 mg/mL, ndo apresentaram sobreviventes apos 24 horas,
de experimento e foram descartados do restante das analises, uma vez que sO sdo feitas

analises em individuos vivos. No grupo controle (0,0), ndo foi observada mortalidade dos
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embrides e larvas durante o periodo experimental validando assim o experimento. Ao longo
das 144h, notou-se retardo de eclosdo com embrides eclodindo em até 120h na concentracao
de 0,1 mg/mL, visto que os embriées comecam a eclodir normalmente a partir de 48 horas pds

fertilizacdo em até 96 hpf.

A taxa de eclosdo do grupo controle foi de 100% seguida da concentracdo 0,0002
mg/mL com 93.3% de ecloséo, das concentragdes subletais usadas a de 0,1 mg/mL foi a mais
toxica chegando a eclosdo de 56,6% dos embrides demonstrado na Figura 6 (B). As
concentracdes 0,2 e 0,4 mg/mL foram consideradas letais e 0 DCA ja era esperado a letalidade
em até 96 horas.

Figura 7 - Frequéncia de movimentos espontaneos (A) e batimentos cardiacos por minuto (B)
expostos ao herbicida a base de metribuzin durante 144 horas. Os * representam diferenca

estatistica entre o grupo controle e concentracdes de Metribuzin, pela Anova- One Way seguido de
teste Tukey (p<0,05). Dados sdo apresentados como média + erro padrdo da média.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Nos dados obtidos dos movimentos espontaneos (Figura 7 A), analisados as 24 horas
pos fertilizacdo, nota-se que as maiores concentracdes de (0,02 mg/mL, 0,1 mg/mL)
apresentaram reducdo de movimentos (p<0,05), (0,02 mg/mL p<0,0304 e 0,1 mg/mL
p<0,0020) comparado ao controle, as concentra¢fes 0,0002 e 0,002 mg/mL, ndo apresentaram
diferencas significativas.

Os resultados dos batimentos cardiacos (Figura 7 B) com andlises a partir de 48h
apos a exposicdo todas as concentragdes apresentaram alteracdes significativas (p<0,05),

comparadas ao controle em todas as concentragcdes. O ensaio apresentou aumento da
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frequéncia cardiaca (taquicardia) em todas as concentrages com maior frequéncia nos
tratamentos 0,002 mg/mL, 0,02 mg/mL, (p<0,0001), para as duas concentracbes e DCA
comparado ao controle, as demais concentracdes apresentaram diferencas significativas de
(p<0,0500) para 0,1 mg/mL e (p<0,0013) para 0,0002 mg/mL.

No presente estudo observou-se que nas maiores concentragdes subletais usadas no
experimento de 0,02 e 0,1 mg/mL, as larvas com idade a partir de 96 horas apresentaram
comportamento diferentes como posicdo lateral no fundo da placa de pocos e nado lateral,
seguido de agitacdo e em alguns individuos nado em circulo, evidenciando que a toxicidade
do composto pode desencadear possiveis alteracbes nos 0rgaos sensoriais e no sistema

nervoso, baseado no comportamento diferente comparado ao controle.

Nos dados das analises morfologicas foram identificadas alteracdes teratogénicas
nos embrides e larvas no decorrer das 144h de exposicdo herbicida. O grupo controle (0,0)
ndo apresentou alteracBes teratogénicas (Tabela 2 e Figura 7, A), porém nos demais grupos
expostos ao metribuzin foram observadas algumas alteracdes ao longo do tempo e dependente
de concentragdo (Figura 7).

Tabela 2 - % de aparecimento de parametros teratogénicos e alteracfes morfoldgicas aparentes,
0 experimento foi realizado com nimero amostral de (n=3) 30 embrifes por concentracgéo.

Metribuzin mg/mL

Parametros
teratogénicos 0,0 0,0002 0,002 0,02 0,1
Alteracdo na
pigmentacéo 0% 0% 0% 0% 16,65%
Deformacgdes da
coluna 0% 3,33% 13,35% 13,35% 20,00%
Formacdo de edema 0% 3,33% 0% 0% 23,33%
Retardo no
crescimento 0% 0% 0% 0% 16,65%

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Amostras do grupo controle ndo apresentaram alteragdes teratogénicas ao longo do

tempo, nas demais concentragdes observou-se anormalidade com maior ou menor frequéncia
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dependendo da concentragdo comparado ao grupo controle. Nas concentragdes menores foram
observados poucas teratogenias e uma menor frequéncia desse aparecimento. Ja a
concentracdo 0,0002 mg/mL apresentou deformidade da coluna e formacdo de edema
pericardico, ambos na porcentagem de 3,33%, o efeito da toxicidade do composto foi
aumentado nas concentragdes maiores observado na frequencia e porcentagem do
aparecimento de alteragdes como visto nas concentragdes 0,002 mg/mL e 0,02mg/mL que
mostraram deformacdes da coluna de 13,35% e na concentracdo 0,1 mg/mL que apresentou
maior quantidade de teratogenias, como, Alteracdo na pigmentacdo 16,65%,deformacdo na
coluna 20,00%, formacdo de edema do pericardio 23,33% e retardo geral no crescimento
16,65%, evidenciando a toxicidade do herbicida.

Figura 8 - Imagens representativas de larvas de zebrafish com 96h e 144h. parametros
teratogénicos, grupo A (controle), B (0,0002 mg/mL), C (0,002 mg/mL), D (0,02 mg/mL), E (0,1
mg/mL) setas vermelhas indicam defeitos na area do pericardio e do saco vitelinico e setas pretas,
defeitos na coluna.

mg/mL 96 hpf 144 hpf

0,0

0,002

0,02

0,1

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Nos dados da (Figura 8), observou-se em (B, B1, C, C1 e D, D1) formacédo de edema
do pericardio e defeitos no saco vitelinico, apontados por setas vermelhas e defeitos na coluna
em setas pretas comparados ao controle (A, Al) em diferentes idades das lavas, com 96 e 144
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horas. Além das alteracGes descritas nas imagens, também se observou alteracfes na cabega,
em 0,002, 0,02 e 0,1 mg/mL, nos olhos em, 0,002 e 0,1 mg/mL e o retardo total do
desenvolvimento da larva em 0,1 mg/mL. Proporcionando mais evidencias que somadas as ja
relatadas no presente trabalho, corrobora a hipdtese de toxicidade da substancia.

Figura 9 - Andlises dos parametros morfométricos com larvas de 144h. Os asteriscos representam

diferenca estatistica entre o grupo controle e concentragdes de Metribuzin, pela Anova- One Way
seguido de teste Tukey (p<0,05). Dados sdo apresentados como média + erro padrdo da média.
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Nas analises morfométricas houve diferencas significativas em todos os parametros
observados, na Figura (A) distancia boca-anus (DBA), houve alteracdo (p<0,05) na
concentracdo 0,1 mg/mL, em (B) largura da cabeca (LC), as concentragdes 0,002 e 0,1 mg/mL
apresentaram diferencas significativas (p<0,05), em (C) profundidade da cabeca (PC), nos
tratamentos 0,02, 0,1 mg/mL foram relevantes, principalmente em 0,1mg/mLque se mostrou
mais toxica, em (D) area do saco vitelinico (ASV), as alteracbes foram nas maiores
concentragfes 0,02 e 0,Img/mL (p<0,05), em (E) didmetro ocular (DO), h& diferengas
significativas de (p<0,05) em 0,002 e 0,1 mg/mL, ja em (F) area da bexiga natatoria (ABN),

os tratamentos 0,0002 e 0,002 mg/mL tambem apresentaram diferengas significativas
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(p<0,05), comparados ao controle (0,0). Os resultados obtidos ao fim do experimento
evidenciam que o metribuzin em concentracdes subletais possui acdo toxica a ponto de
promover alteracbes morfologicas nos estagios iniciais de desenvolvimento de zebrafish,
retardo no desenvolvimento, comprometimento da area da bexiga natatoria e saco vitelinico e
alteracdes na cabeca e olhos aliados a comportamento observado ao longo dos experimentos,

evidenciam a toxicidade do composto para 0s organismos em concentracfes subletais.

No entanto esses resultados, também abre questionamentos sobre a qualidade de vida e
sobrevida desses peixes, considerando que as doses usadas sao relativamente baixas, pois fora
baseada em concentragdes encontradas no meio ambiente, demonstrando que o composto é

toxico e pode trazer prejuizo aos organismos presentes em locais contaminados.
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6 DISCUSSAO

A partir dos resultados obtidos ao longo do trabalho observou-se indmeras
evidencias da toxicidade do herbicida de formulacdo comercial a base de metribuzin. Estudos
anteriores também relataram que o metribuzin é uma substancia quimica potencialmente
toxica. Estudo com zebrafish adulto foi demonstrado que a mortalidade em concentragdes
altas (53 mg/m L) foi maior, chegando a 53% (PLHALOVA et al., 2012). Esses resultados em
peixes adultos sdo semelhantes aos obtidos no presente estudo com individuos na fase
embriolarval levando em consideragdo a mortalidade das maiores doses letais e maiores néo

letais usadas nesse trabalho.

Em trabalho com exposicdo de Daphnia magna a atrazina, herbicida pertencente ao
grupo do metribuzin com mecanismo de agdo semelhantes, demonstraram que na
concentracdo de 40 mg/L em 24 horas, houve 50% de letalidade dos individuos expostos e
gue a concentracdo de 7 mg/L também matou 50% porém apds 48 horas (HUSAK et al.,
2022).

Em estudos de (VELISEK et al., 2008, 2009) foram descritos 0 comportamento da
truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) (62,51 mg L de metribuzin) e da carpa comum
(Cyprinus carpio ), e em ambos os estudos as agdes comportamentais dos peixes eram
parecidas, deitados no fundo do tanque e se movendo em circulos, seguido por um curto
estagio de excitacdo (convulsdes, saltos acima da superficie da agua, movimento em circulos)
respiracdo acelerada; perda de coordenacdo do movimento; peixes deitados de lado e se

movendo nessa mesma posicao.

PLHALOVA et al, (2012) analisou juvenis de zebrafish, em seu ensaio 0s peixes
nadavam apenas no meio do tanque com diminuicdo significativa no interesse por alimentos
comparados ao grupo controle. No mesmo estudo, os animais também apresentaram
mudangas de comportamento quando expostos as concentracdes de 33 mg/mL e 53 mg/mL de
metribuzin comparados ao grupo controle (PLHALOVA et al., 2012).

Assim sendo a taquicardia observada nesse estudo pode estar associada ao hormonio
tireoidiano uma vez que em estudos anteriores ha relatos que o metribuzin € uma substancia
que pode desregular o sistema endocrino, principalmente a tireoide (BLEEKE et al., 1985;
CHIALI et al., 2013; G, Ll et al., 2022).

Estudos anteriores relataram, reducdo no ganho de peso e massa corporal , necrose

hepética, alteracbes histopatologicas no figado e nas glandulas supra-renais e tiredide, podem


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969721058381#bb0030
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/thyroid-gland
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estar associada a problemas metabdlicos, por causa presenca de moléculas tdxicas e da
peroxidacdo de lipideos celulares pelos componentes tdxicos presentes na formulacdo do
herbicida (BLEEKE et al., 1985; BOTELHO et al., 2009; CHIALI et al., 2013; G, LI et al.,
2022).

Em trabalho utilizando atrazina, foi relatada a diminuicdo da ingestdo alimentar e
alteracbes no comportamento natatorio e coordena¢do motora que podem ser causadas pelo
efeito do composto nos 6rgdos sensoriais e no sistema nervoso (STEINBERG et al.,1995). Ja
(YU et al., 2013) demonstrou em seu estudo que o metribuzin promove alteracdo dos niveis
de hormaonio tireoidiano em larvas de zebrafish.

No presente estudo as larvas a partir de 96 horas nas concentragdes 0,02 e 0,1
mg/mL, também apresentaram comportamentos erraticos como os descritos nos estudos
acima, em relacdo ao peso como as larvas do experimento ainda ndo comiam ndo se pode
relacionar os resultados, porém foram observadas que em algumas larvas da concentracdo 0,1
mg/mL houve retardo total no desenvolvimento corporal, o que pode esta associado também

ao comprometimento do sistema metabdlico.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969721058381#bb0030
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969721058381#bb0540
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo evidenciam que a exposigdo embriolarval de
zebrafish a diferentes concentracbes de relevancia ambiental do herbicida a base de
Metribuzin Unimark 700 WG, promoveu toxicidade, observada pela presenca de alteracdes

letais, subletais e morfofisiologicas.

O estudo demonstrou que o composto mesmo em concentracBes de relevancia
ambiental desencadeia alteracdes fisioldgicas e morfoldgicas a curto prazo que atrapalha o
funcionamento normal do organismo. Com 0 uso exagerado desses agrotoxicos no Brasil e as
novas descobertas sobre os danos causados por tais compostos ao ambiente e individuos, se
faz necessario outros estudos que avaliem parametros a nivel celular, tecidual,
comportamental com analise a longo prazo para uma maior compreensdo sobre os danos

causados pelo composto.
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