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RESUMO

O uso de agrotoxicos tem aumentado gradativamente ao longo do tempo, impulsionado pela
necessidade de ampliar a producédo de alimentos para atender a demanda populacional e reduzir
perdas nas lavouras. No entanto, o uso inadequado desses compostos pode resultar em sérios
problemas a saude humana e provocar desequilibrios ambientais, com efeitos agudos e cronicos
sobre 0s organismos vivos. Além disso, muitos desses produtos persistem no ambiente por lon-
gos periodos sem sofrer degradacdo significativa. Este estudo foi conduzido em 36 pontos de
amostragem distribuidos em doze riachos pertencentes as bacias dos rios Comandai e Piratinim,
regides de intensa atividade agricola, com o objetivo de avaliar o impacto dos agrotdxicos sobre
a saude de duas espécies de peixes. Para isso, foram coletadas e analisadas amostras das espé-
cies Bryconamericus iheringii e Mimagoniates inequalis, a fim de investigar os efeitos do es-
tresse oxidativo, a atividade da enzima acetilcolinesterase e o fator de condicéo. Paralelamente,
amostras de agua foram examinadas para a deteccdo da presenca de agrotoxicos. Os resultados
indicaram que os locais com maior atividade agricola apresentaram concentracdes mais eleva-
das desses compostos. Foram detectados pesticidas como atrazina, azoxistrobina e malationa
em diferentes pontos de coleta, evidenciando a influéncia direta da agricultura na qualidade da
agua. De maneira geral, observou-se um aumento nos niveis de acetilcolinesterase e peroxida-
cao lipidica, enquanto o fator de condicdo apresentou reducdo em ambientes com maior con-

centracdo desses contaminantes.

Palavras-chave: Poluentes emergentes; biomarcadores ambientais; conservagdo de espécies;

biomonitoramento.



ABSTRACT

The use of pesticides has gradually increased over time, driven by the need to expand food
production to meet population demand and reduce crop losses. However, the improper use of
these compounds can lead to serious human health issues and cause environmental imbalances,
with both acute and chronic effects on living organisms. Furthermore, many of these substances
persist in the environment for long periods without undergoing significant degradation. This
study was conducted at 36 sampling points across twelve streams within the Comandai and
Piratinim river basins, regions characterized by intense agricultural activity, with the objective
of assessing the impact of pesticides on the health of two fish species. To achieve this, samples
of Bryconamericus iheringii and Mimagoniates inequalis were collected and analyzed to inves-
tigate the effects of oxidative stress, acetylcholinesterase enzyme activity, and the condition
factor. Additionally, water samples were examined to detect the presence of pesticides. The
results indicated that sites with higher agricultural activity exhibited elevated concentrations of
these compounds. Pesticides such as atrazine, azoxystrobin, and malathion were detected at
different sampling points, highlighting the direct influence of agriculture on water quality.
Overall, increased levels of acetylcholinesterase and lipid peroxidation, along with a decrease
in the condition factor, were observed in environments with higher concentrations of these con-

taminants.

Keywords: Emerging pollutants; environmental biomarkers; species conservation;

biomonitoring.
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1 INTRODUCAO

A crescente degradacdo dos ecossistemas aquaticos tem sido amplamente atribuida as
atividades humanas, especialmente aquelas relacionadas a agricultura (Albuquerque; Lopes,
2018). Entre os principais fatores de impacto, destaca-se o uso intensivo de pesticidas, cuja
aplicacdo descontrolada afeta diretamente a qualidade da dgua e compromete a satde da biota
aquatica. Esses contaminantes quimicos sdo frequentemente detectados em corpos d’agua, acu-
mulando-se em diferentes compartimentos do ambiente e interagindo com organismos vivos
(Freire, 2012). O uso de produtos quimicos na agricultura, a precariedade na conservagdo do
solo, a remoc¢do de matas ciliares ¢ a ocupagdo de sub-bacias afluentes por areas urbanas e
industriais t€ém contribuido significativamente para os desequilibrios ecologicos (Peixoto,
2020). Nesse contexto, torna-se essencial a realiza¢do de estudos ecotoxicologicos que contri-
buam para avaliagdes de impactos ambientais, oferecendo subsidios para politicas publicas de
preservacao e manejo sustentavel.

A agricultura moderna depende fortemente da aplicagdo de pesticidas, principalmente
para proteger as culturas e maximizar os rendimentos (Bolafa et al., 2023). Esses compostos
quimicos representam um dos grupos mais relevantes de poluentes ambientais, especialmente
em areas agricolas, devido ao seu uso continuo e generalizado (Delamatrice, 2014). Tanto os
pesticidas de uso corrente quanto aqueles ja proibidos ou descontinuados podem persistir no
ambiente, contaminando corpos hidricos e bioacumulando-se na biota aquatica (Bolafia et al.,
2023). Considerando isso, ¢ importante padronizar o uso da terminologia “pesticidas” ao longo
do texto, uma vez que se refere ao conjunto mais abrangente desses compostos.

Segundo Dellamatrice e Monteiro (2013), o uso de pesticidas ¢ regulamentado e requer
prescri¢ao técnica emitida por engenheiro agronomo, que especifica o tipo de produto, a dosa-
gem, a frequéncia e a forma de aplicacdo adequadas para cada cultura. No entanto, a legislagao
frequentemente nao ¢ respeitada, e muitos produtos sdo aplicados em culturas ndo recomenda-
das ou em concentragdes superiores as indicadas pelos fabricantes (Barbosa et al., 2021).

A presenca de residuos de pesticidas em niveis acima dos permitidos nas aguas superfi-
ciais também pode resultar da lavagem inadequada de tanques de pulverizacao e de embalagens,
praticas que deveriam prever a devolugao dos residuos as areas cultivadas (Delamatrice, 2014).
Conforme apontam Rebelo e Caldas (2014), o destino ambiental desses compostos ¢ influenci-
ado por suas propriedades fisico-quimicas, modo de aplicagao, tipo de solo e condi¢des clima-
ticas, estando sujeitos a processos como lixiviagao, escoamento superficial, sor¢ao, degradagao

e volatilizagdo. O meio aquatico, frequentemente, torna-se o compartimento final de acimulo
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desses poluentes, seja por deposicao atmosférica, seja por descarte direto ou indireto de residuos
urbanos e industriais (Garcia, 2016; Silva, 2019; Oliveira, 2020; Dores, 2015).

Peixes sdo amplamente utilizados como bioindicadores em estudos ambientais, pois res-
pondem de forma sensivel as alteragdes nos parametros fisico-quimicos da dgua e a presenga
de contaminantes (Ignacio, 2013). Sua distribuicao ampla, diversidade ecologica e capacidade
de bioacumular substancias toxicas os tornam organismos modelo eficazes para o biomonitora-
mento ambiental (Ignacio, 2013). As respostas bioquimicas e fisioldgicas desses peixes, frente
a exposicao a diferentes tipos de contaminantes, fornecem dados valiosos sobre os efeitos da
poluicdo aquatica (Ignacio, 2013).

Dentre os biomarcadores utilizados na ecotoxicologia, destacam-se a peroxidacado lipi-
dica e a atividade da enzima acetilcolinesterase (Rodrigues, 2012). A peroxidacao lipidica re-
sulta do estresse oxidativo induzido por espécies reativas de oxigénio (EROS), que causam
danos estruturais aos lipidios de membranas celulares, sendo fortemente associada a exposi¢ao
a contaminantes ambientais, como pesticidas (Araujo, 2019). A atividade da acetilcolinesterase,
por sua vez, ¢ amplamente utilizada como biomarcador de neurotoxicidade, especialmente
frente a exposicdo a pesticidas organofosforados e carbamatos. No entanto, estudos recentes
mostram que outros tipos de pesticidas também podem afetar essa enzima, ampliando sua apli-
cabilidade como indicador de contamina¢ao quimica (Osorio, 2015).

Outro indicador importante ¢ o fator de condigdo, que avalia a relagdo entre o peso € o
comprimento dos peixes, refletindo seu estado nutricional e fisioldégico (Camara; Caramaschi;
Petry, 2011). Alteragdes nesse parametro podem indicar efeitos subletais da exposi¢do a conta-
minantes, como comprometimento do metabolismo energético e da integridade fisioldgica dos
organismos (Dergan, 2015). Assim, a andlise integrada desses biomarcadores permite uma com-
preensao mais abrangente dos impactos ambientais sobre a biota aquatica (Ishikawa, 2020).

Diante disso, o presente estudo tem como objetivo avaliar os efeitos toxicos de pestici-
das em duas espécies de peixes de riachos localizados no sul do Brasil, utilizando biomarcado-
res bioquimicos como a peroxidacao lipidica, a atividade da acetilcolinesterase e o fator de
condi¢do. Além disso, busca-se correlacionar os niveis de contaminagdo quimica da dgua com
as alteragdes observadas nos biomarcadores, permitindo uma analise integrada dos possiveis
efeitos ambientais decorrentes da exposicdo a esses contaminantes. Esses objetivos visam res-
ponder a seguinte hipotese: a maior presenca de pesticidas no ambiente estd associada a altera-

¢do nos niveis de peroxidacao lipidica, atividade da acetilcolinesterase e fator de condigao.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 CONCEITO E EVOLUCAO DA ECOTOXICOLOGIA

A ecotoxicologia ¢ uma area interdisciplinar da ciéncia que combina principios de eco-
logia, biologia, quimica e toxicologia para estudar os efeitos de contaminantes no ambiente e
nos organismos vivos. Este campo de estudo foca na identificacdo, analise e mitigagdo dos
impactos causados por substancias quimicas toxicas, como metais pesados, agrotoxicos, hidro-
carbonetos e poluentes industriais, nos ecossistemas terrestres e aquaticos. A ecotoxicologia
também busca compreender os mecanismos pelos quais esses contaminantes afetam os orga-
nismos e as interacdes ecoldgicas, além de prever os riscos associados a contaminacdo ambien-
tal (Carvalho; Pivoto, 2011).

Ao longo das ultimas décadas, a ecotoxicologia evoluiu significativamente, acompa-
nhando o aumento das atividades humanas e a intensificacdo da degradag¢ao ambiental. Inicial-
mente, os estudos nessa area concentravam-se em casos isolados de polui¢do severa, como 0s
desastres ambientais associados a contaminagdo por mercurio na Baia de Minamata, no Japao,
e por pesticidas organoclorados como o DDT (Harada, 1995). Esses eventos catalisaram o de-
senvolvimento da legislacdo ambiental e a necessidade de uma abordagem cientifica sistematica
para monitorar e mitigar os impactos de contaminantes (Benfato, 2022).

Estudos modernos utilizam biomarcadores bioquimicos, como a peroxidagao lipidica e
a inibicdo da acetilcolinesterase, para avaliar os impactos em niveis moleculares, celulares e
populacionais (Ferreira, 2015). Essa abordagem integrada permite identificar ndo apenas os
efeitos diretos dos contaminantes, mas também os impactos indiretos, como alteragdes em ca-
deias troficas e na biodiversidade (Rios; Batista; Crystello, 2024)

A interdisciplinaridade da ecotoxicologia a torna uma ciéncia essencial na atualidade,
pois proporciona ferramentas para o desenvolvimento de estratégias de manejo ambiental e
conservacao (Walker ef al., 2012). Além disso, o campo tem evoluido para incorporar aspectos
de ecotoxicologia preditiva, utilizando modelos computacionais e experimentais para prever os
impactos potenciais de novos compostos quimicos antes de sua introdugao no mercado (Escher;
Hermens, 2002). Essa evolugao reflete a necessidade de uma ciéncia dinamica, capaz de res-
ponder aos desafios impostos pela complexidade dos problemas ambientais contemporaneos.
Assim, a ecotoxicologia desempenha um papel crucial na promogao do uso sustentavel dos
recursos naturais e na preservacao dos ecossistemas para as geracoes futuras (Giannini et al.,

2012).
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2.2 PEIXES COMO BIOINDICADORES AMBIENTAIS

Os Peixes sdo reconhecidos como bioindicadores eficientes da qualidade ambiental de-
vido a sua sensibilidade a alteragdes fisico-quimicas na agua e a presenca de contaminantes
quimicos (Freitas; Siqueira-Souza, 2009). Caracteristicas como ampla distribui¢do geografica,
ocupacdo de diferentes niveis troficos, além da capacidade de bioacumular e biomagnificar
substancias toxicas, tornam esses organismos adequados para o monitoramento de ecossistemas
aquaticos (Mwalikenga, 2020; Bistoni; Kelecom, 2022).

A exposicao continua a pesticidas e metais pesados pode causar efeitos fisiologicos,
bioquimicos e comportamentais em peixes, muitas vezes antes que impactos populacionais se-
jam observados (Santos, 2019; Loureiro, 2017). Além disso, eles desempenham fungdes ecold-
gicas relevantes, como controle de presas e ciclagem de nutrientes, sendo diretamente afetados
por alteracdes antropicas (Linde Arias et al., 2007; Peixoto, 2020). Essa sensibilidade, aliada ao
custo relativamente baixo de amostragem e analise, justifica o uso de peixes em programas de
biomonitoramento ambiental.

Neste estudo, foram escolhidas as espécies Bryconamericus iheringii € Mimagoniates
inequalis por sua ampla ocorréncia nos riachos do sul do Brasil e sua representatividade nos
ambientes 16ticos da regido. Bryconamericus iheringii ¢ uma espécie da familia Characidae, de
pequeno porte, com habito onivoro, e amplamente distribuida na Bacia do Rio Uruguai. J4 Mi-
magoniates inequalis, pertencente a familia Gasteropelecidae, também ocorre com frequéncia
em riachos de mata ciliar e apresenta fécil identificagdo morfologica, o que facilita seu uso

como modelo em estudos ecotoxicologicos (Marinowic et al., 2012; Di Marzio; Séenz, 2004)

Figura 1 - Bryconamericus iheringii

Fonte: Autora, 2025
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Figura 2 - Mimagoniates inequalis

Fonte: Autora, 2025

Pesquisas realizadas em areas de atividade agricola apontam para a bioacumulagdo de
pesticidas organofosforados e carbamatos nos tecidos dessas espécies, frequentemente associ-
ada a inibi¢cdo da enzima acetilcolinesterase, um biomarcador de neurotoxicidade (Linde-Arias
et al., 2009). Outros biomarcadores amplamente utilizados, como a peroxidagao lipidica, tam-
bém tém demonstrado eficacia na detecc¢ao de estresse oxidativo causado pela exposi¢do a con-
taminantes ambientais (Amorim, 2003).

Além dos efeitos moleculares e celulares, a composi¢ao das comunidades de peixes
pode ser afetada por alteragdes ambientais, como mudancgas nos niveis de oxigénio dissolvido,
pH e presenca de contaminantes, indicando perda de biodiversidade (Scherer Vieira, 2004). Em
ambientes altamente degradados, os impactos podem ser agudos, com mortalidade imediata; ja
em situagdes de exposicao prolongada ou subletal, sdo observadas alteracdes comportamentais
e fisiologicas que comprometem a sobrevivéncia e o desempenho dos individuos (Gama, 2020;
Silva, 2015).

Assim, a utilizagdo de B. iheringii e M. inequalis como bioindicadores neste trabalho
proporciona uma abordagem robusta para avaliar os impactos ambientais decorrentes do uso de
pesticidas. A continuidade de pesquisas nessa area ¢ essencial para subsidiar politicas publicas
voltadas a conservagao da biodiversidade e a mitigacao dos efeitos da contaminagdo em ecos-

sistemas aquaticos (Benfato, 2022).
23 AGROTOXICOS
2.3.1 CLASSIFICACAO E USO DE AGROTOXICOS EM AREAS AGRICOLAS

Segundo Savoy (2024), os agrotdxicos, também denominados pesticidas, sdo compos-

tos quimicos amplamente utilizados na agricultura para o controle de pragas, doengas e plantas
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invasoras, com o objetivo de preservar e ampliar a produtividade das culturas. Esses compostos
sdo classificados em diferentes grupos quimicos, com propriedades e mecanismos de acdo dis-
tintos. Dentre os principais, destacam-se os organofosforados, carbamatos e piretroides, que sao
amplamente empregados nas praticas agricolas e estdo entre os mais detectados em ecossiste-
mas aquaticos devido a sua elevada solubilidade em agua.

Os organofosforados sdo extensivamente utilizados no controle de insetos em culturas
como graos, frutas e vegetais. Eles atuam como inibidores da enzima acetilcolinesterase, essen-
cial para a transmissdao de impulsos nervosos. No entanto, sua a¢ao nao ¢ seletiva, podendo
comprometer a saude de organismos ndo-alvo, como peixes. Apesar de apresentarem rapida
degradagdo ambiental, residuos desses compostos frequentemente atingem os corpos d’agua
por meio de lixiviacao e escoamento superficial (Silva; Pereira; Dorta, 2022).

De modo semelhante, os carbamatos também inibem a acetilcolinesterase, mas apresen-
tam menor toxicidade aguda para mamiferos. SAo comuns no controle de pragas em culturas
como soja e cana-de-agucar. Apesar disso, representam riscos relevantes para organismos aqu-
aticos, pois afetam sistemas neuromusculares ¢ podem causar efeitos subletais mesmo em bai-
xas concentracdes (Savoy, 2024).

Os piretroides, por sua vez, sdo pesticidas sintéticos derivados de compostos naturais de
flores do género Chrysanthemum. Sao valorizados por sua eficicia em baixas doses e menor
persisténcia ambiental. Contudo, sua toxicidade para organismos aquaticos € elevada, pois in-
terferem nos canais de sddio dos sistemas nervosos, gerando efeitos neurotdxicos significativos
(Savoy, 2024).

O uso intensivo e, muitas vezes, inadequado desses compostos em areas agricolas tem
provocado impactos significativos sobre os ecossistemas aquaticos. A principal forma de con-
taminagdo ocorre via escoamento superficial, lixiviagdo e deposicdo atmosférica de particulas
com residuos quimicos. Isso altera diretamente parametros fisico-quimicos da agua, como o pH
e o teor de oxigénio dissolvido, além de expor a biota aquatica a substancias toxicas (Lopes;
Albuquerque, 2018).

Estudos demonstram que a presenga continua de pesticidas nos corpos d’agua pode levar
a bioacumulacdo e biomagnifica¢do ao longo das cadeias troficas aquaticas, intensificando os
efeitos ecoldgicos adversos e elevando os riscos a saide humana (Zhang et al., 2024; Cattani et
al., 2023). Organismos como os peixes sdo especialmente suscetiveis, apresentando alteragdes
bioquimicas, comportamentais e reprodutivas que comprometem a manutengao populacional e

a integridade ecoldgica dos ambientes (Lopes; Albuquerque, 2018).
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Segundo Silva, Pereira e Dorta (2022), embora os agrotoxicos contribuam para o au-
mento da produgdo agricola, seu uso desregulado, sem estratégias adequadas de manejo, cons-
titui uma ameaca expressiva a biodiversidade e ao equilibrio dos ecossistemas aquaticos. A
adogao de medidas mitigadoras, como a criagdo de zonas riparias de protecdo, o incentivo a
boas praticas agricolas e o monitoramento constante da qualidade da dgua, ¢ fundamental para

conter os efeitos negativos da contaminagao ambiental.

2.3.2 EFEITOS ECOTOXICOLOGICOS DOS AGROTOXICOS EM
ORGANISMOS AQUATICOS

Os agrotoxicos tém demonstrado efeitos toxicos significativos sobre os organismos
aquaticos. Ao alcangarem corpos d’agua por meio de escoamento superficial, lixiviagdo e de-
posicao atmosférica, esses compostos podem interferir em processos fisioldgicos, bioquimicos
e comportamentais de organismos nao-alvo (Américo, 2015). Os impactos observados variam
de acordo com a composi¢cdo quimica de cada substancia, mas envolvem, de forma geral, a
alteracdo de vias metabolicas essenciais, danos neuroldgicos e estresse oxidativo.

Entre os principais mecanismos de toxicidade, destacam-se os efeitos neurotdxicos cau-
sados por organofosforados e carbamatos, que atuam inibindo a enzima acetilcolinesterase, res-
ponsavel pela degradagdo do neurotransmissor acetilcolina nas sinapses. A inibi¢ao dessa en-
zima leva ao acumulo de acetilcolina, resultando em disfun¢des neuromusculares, tremores,
paralisia e, em casos extremos, morte. Além disso, os piretroides afetam os canais de so6dio dos
sistemas nervosos, prolongando a transmissao dos impulsos e provocando hiperatividade e con-
vulsdes em organismos aquaticos (Savoy, 2024).

Outro mecanismo amplamente relatado € o estresse oxidativo, comumente induzido por
herbicidas e inseticidas. Esses compostos estimulam a produgao de espécies reativas de oxigé-
nio (EROS), que, ao se acumularem, desencadeiam danos em biomoléculas como lipidios, pro-
teinas e DNA. A peroxidacao lipidica, resultante da oxidagdo de lipidios de membrana, com-
promete a funcionalidade celular e estd associada a efeitos subletais, como alteragdes compor-
tamentais e reprodutivas, bem como a consequéncias letais, como a faléncia de 6rgdaos (Amo-
rim, 2003).

A bioacumulagdo € outro fator de relevancia, caracterizando-se pela retengdo de pesti-
cidas lipofilicos nos tecidos dos organismos aquaticos em concentragdes superiores as do am-
biente. Em peixes, essa retengdo ocorre com maior intensidade em 6rgaos como figado e cére-

bro, onde os compostos toxicos podem comprometer fungdes fisiologicas vitais (Lopes, 2023).
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Os efeitos toxicos dos agrotoxicos nao se restringem aos individuos, mas também afe-
tam populagdes e comunidades aquaticas. Alteragdes em pardmetros como crescimento, com-
portamento e capacidade reprodutiva podem reduzir significativamente o nimero de individuos
de espécies sensiveis, contribuindo para a perda de biodiversidade e o desequilibrio ecolédgico.
Além disso, a exposi¢do prolongada a concentragdes subletais pode favorecer a selegdo de or-
ganismos mais resistentes, o que modifica a estrutura das comunidades e altera as relagdes tro-
ficas (Lopez-Valcarcel et al., 2023).

Diante desses impactos, torna-se evidente a importancia do monitoramento continuo e
da implementagao de estratégias eficazes de manejo ambiental. Segundo Lionetto et al. (2021),
a adocdo de praticas agricolas sustentaveis e o uso de tecnologias para reduzir a contaminagao
hidrica sdo fundamentais para a conservacdo da biodiversidade aquatica. Estudos que empre-
gam biomarcadores bioquimicos e fisioldgicos, como os realizados com peixes, oferecem fer-
ramentas valiosas para compreender os danos provocados pelos agrotoxicos e subsidiar a for-

mulagdo de politicas publicas voltadas a mitigagdo desses efeitos.
2.4 ESTRESSE OXIDATIVO E PEROXIDACAO LIPIDICA: MECANISMOS

As espécies reativas de oxigénio (EROS) sdo compostas por moléculas instaveis e alta-
mente reativas que contém elétrons desemparelhados, conhecidos como radicais livres, e por
espécies ndo radicalares, as quais ndo possuem elétrons livres e sdo menos instdveis, mas tam-
bém podem reagir com moléculas proximas. Quando um organismo € exposto a substancias
toxicas, como certos pesticidas, o equilibrio entre a produ¢do de EROS e a atividade antioxi-
dante pode ser perturbado. Isso pode resultar em um aumento significativo na geragdo de EROS,
ultrapassando a capacidade do sistema antioxidante em neutralizé-los, resultando no que € cha-
mado de estresse oxidativo. Essa producdo excessiva de EROS pode causar danos oxidativos
em macromoléculas celulares, como proteinas, lipidios e acidos nucleicos. As EROS podem
reagir com essas macromoléculas, provocando alteragdes em sua estrutura e funcgao, levando a
danos em proteinas, inativa¢do de enzimas, quebra de DNA e peroxidac¢do lipidica. Esse dano
oxidativo pode levar a disfuncdes celulares, estresse do reticulo endoplasmatico, inflamacao e
até mesmo morte celular (Diniz, 2023). A peroxidagdo lipidica pode ser utilizada como um
biomarcador, sendo uma das principais ferramentas para avaliar os efeitos de um poluente (San-
tos, 2010).

A peroxidagao lipidica ¢ um processo bioquimico desencadeado pelo ataque de EROS

aos lipidios presentes nas membranas celulares, resultando em danos estruturais e funcionais
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que podem comprometer a viabilidade celular. Esse processo ocorre em varias etapas e ¢ parti-
cularmente relevante em organismos expostos a estresse oxidativo causado por contaminantes
ambientais, como os agrotdxicos. As EROS, compostas por moléculas altamente reativas, in-
cluem espécies como o radical hidroxila, o anion superdxido e o peroxido de hidrogénio. Esses
compostos podem ser gerados naturalmente no metabolismo celular ou aumentados pela pre-
senca de poluentes quimicos (Damasceno et al., 2002).

O mecanismo da peroxidagao lipidica inicia-se com a geragcdo de EROS, que atacam os
lipidios poli-insaturados das membranas celulares, particularmente os acidos graxos insatura-
dos. O processo ¢ dividido em trés etapas principais: iniciacdo, propagacao e terminagdo. Na
fase de iniciacdo, as EROS abstraem um hidrogénio de uma molécula de acido graxo, gerando
um radical lipidico altamente reativo. Este radical, por sua vez, reage com o oxigénio molecular,
formando um radical peroxil lipidico. Na fase de propagagao, o radical peroxil reage com outros
lipidios, formando hidroperéxidos lipidicos € novos radicais lipidicos, perpetuando a reagao em
cadeia. Por fim, na fase de terminagao, os radicais sdo neutralizados por antioxidantes endoge-
nos, como glutationa e tocoferois, ou pela exaustdo do substrato lipidico disponivel (Ramalho;
Jorge, 2006).

Os efeitos da peroxidagao lipidica sdo amplos e incluem a perda de fluidez e integridade
da membrana celular, comprometimento das fun¢des celulares e, em casos extremos, morte
celular por necrose ou apoptose. Esses danos podem afetar diretamente tecidos sensiveis, como
o cérebro, onde a alta concentrag@o de 4cidos graxos poli-insaturados e a demanda metabolica
tornam o 6rgdo especialmente vulneravel ao estresse oxidativo (Barbosa ef al., 2014).

Os marcadores bioquimicos da peroxidacao lipidica sdo amplamente utilizados em es-
tudos ecotoxicoldgicos para avaliar o estresse oxidativo em organismos expostos a contami-
nantes ambientais. Dentre os marcadores mais comuns, destaca-se o malondialdeido (MDA),
um subproduto gerado durante a degradag@o dos hidroperoxidos lipidicos. O MDA ¢ altamente
reativo e pode formar adutos com proteinas e DNA, ampliando os danos celulares. Sua quanti-
ficacdo ¢ realizada por métodos bioquimicos, como o teste do acido tiobarbiturico (TBARS),
que mede os niveis de MDA e outros subprodutos da peroxidagao lipidica em tecidos biologicos
(Lima; Abdalla, 2001).

Além do MDA, outros marcadores incluem os hidroperoxidos lipidicos e o etano exa-
lado, que refletem diretamente os estadgios iniciais e finais do processo de peroxidacao. Esses
marcadores permitem ndo apenas identificar a presenca de estresse oxidativo, mas também
quantificar a extensao do dano celular causado por EROS em diferentes tecidos (Miyamoto; Di

Mascio, 2011).
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A peroxidacao lipidica € especialmente relevante no contexto de contaminagao ambien-
tal, pois esta diretamente relacionada a exposi¢ao a poluentes como agrotoxicos, metais pesados
e hidrocarbonetos. Esses compostos podem aumentar a produ¢do de EROS por mecanismos
como a disfun¢ao mitocondrial, a ativacao de enzimas produtoras de radicais livres ou a redugao
da capacidade antioxidante dos organismos. Assim, o estudo da peroxidacao lipidica fornece
insights importantes sobre os efeitos toxicos de contaminantes em organismos aquaticos, con-
tribuindo para a compreensao dos mecanismos subjacentes ao estresse oxidativo e para a ava-

liagdo de riscos ambientais (Peres et al., 2005).
25  PEROXIDACAO LIPIDICA: IMPACTOS NOS TECIDOS DOS PEIXES

A exposi¢do a contaminantes ambientais, como agrotoxicos, metais pesados e outros
poluentes quimicos, desencadeia a producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROS)
em organismos aquaticos, resultando em estresse oxidativo. Esse processo causa desequilibrio
entre a geracdo de radicais livres e a capacidade antioxidante celular, levando a oxidagdo de
componentes celulares essenciais, como lipidios, proteinas e DNA. A peroxidagao lipidica, em
particular, constitui um dos principais efeitos desse estresse, sendo amplamente utilizada como
biomarcador bioquimico de contaminagdo ambiental (Garcia; Almeida, 2016).

Em peixes, os tecidos mais afetados por esse processo sdo o cérebro, o figado e as bran-
quias, 6rgaos metabolicamente ativos e altamente sensiveis. No cérebro, a elevada concentragao
de acidos graxos poli-insaturados nas membranas neuronais, associada a alta demanda metabo-
lica, torna esse 0rgdo especialmente vulneravel. A oxidagdo desses lipidios prejudica a fluidez
e a integridade das membranas celulares, afetando a transmissdo de impulsos nervosos. Produ-
tos da peroxidagdo, como o malondialdeido (MDA) e o 4-hidroxinonenal (4-HNE), contribuem
ainda mais para o dano celular ao interagir com proteinas e DNA, gerando alteragdes funcionais
que podem se manifestar em forma de comportamentos anormais, como dificuldades na natagao
e redugdo na resposta a estimulos (Santos; Sant’ana, 2009).

O figado, responsavel pela detoxificagdo e metabolismo de xenobidticos, também ¢ um
dos principais alvos da peroxidacao lipidica. A presenga continua de agrotoxicos, especialmente
organofosforados, pode levar a disfuncdo de organelas como mitocondrias e reticulo endoplas-
matico, comprometendo a capacidade do 6rgdo em neutralizar toxinas. Estudos demonstram
que peixes expostos a ambientes contaminados apresentam niveis elevados de MDA no figado,

evidenciando estresse oxidativo severo (Gonzélez-Juarez et al., 2014).
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Para se proteger contra os efeitos das EROS, as células utilizam enzimas antioxidantes
como superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa
S-transferase (GST), que desempenham papéis cruciais na neutralizagdo desses radicais € na
biotransformacao de compostos toxicos em formas menos prejudiciais (Lassen, 2020). No en-
tanto, em ambientes com alta carga de poluigdo, esses sistemas de defesa tornam-se insuficien-
tes, favorecendo o acimulo de danos oxidativos.

A literatura mostra uma correlagdo direta entre niveis elevados de polui¢do e o aumento
da peroxidacao lipidica em peixes. Poluentes como pesticidas podem induzir estresse oxidativo
por diferentes vias, incluindo a inibi¢do de enzimas antioxidantes, a disfun¢do mitocondrial e a
ativacdo de processos inflamatorios, elevando os niveis de marcadores oxidativos em tecidos
como figado e cérebro.

Assim, o monitoramento da peroxidacao lipidica em peixes representa uma ferramenta
eficaz para avaliar os impactos da poluigdao aquatica. A compreensao desses efeitos permite o
desenvolvimento de estratégias de mitigacdo voltadas a preservagdo da biodiversidade e ao

equilibrio ecoldgico dos ecossistemas aquaticos.

2.6 ACETILCOLINESTERASE: EFEITOS DE SUA ATIVIDADE NOS PEIXES

A acetilcolinesterase (AChE) ¢ uma enzima essencial para o funcionamento adequado
do sistema nervoso em organismos vertebrados e invertebrados. Ela desempenha um papel cen-
tral na transmissao de impulsos nervosos, sendo responsavel por catalisar a hidrélise da acetil-
colina (ACh), um neurotransmissor chave, em colina e acetato. Esse processo ocorre nas sinap-
ses e nas juncdes neuromusculares, onde a acetilcolina € liberada pelos neuronios pré-sinapticos
para ativar os receptores nos neurdnios pds-sindpticos ou nas fibras musculares. Apos cumprir
sua func¢do, a acetilcolina precisa ser rapidamente degradada pela acetilcolinesterase para en-
cerrar o sinal nervoso e permitir que a célula pos-sindptica retorne ao seu estado de repouso
(Assis, 2011).

O equilibrio da atividade da acetilcolinesterase € crucial para a homeostase neuromus-
cular. A enzima garante que a acetilcolina ndo permanega ativa nas sinapses por periodos pro-
longados, evitando estimulagdo excessiva dos receptores e prevenindo alteragdes na excitabili-
dade neuronal. Quando a atividade da AChE esta normal, o sistema nervoso funciona de forma
coordenada, permitindo respostas precisas e controladas a estimulos externos, essenciais para

o comportamento, a locomocao e outras fungoes vitais (Fraga, 2010).
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Alteragdes na atividade da acetilcolinesterase, especialmente sua inibig¢do, t€ém conse-
quéncias graves para a saude neuroldgica e muscular. A inibi¢gdo da AChE leva ao acimulo de
acetilcolina nas sinapses e jun¢des neuromusculares, resultando em hiperestimulacao dos re-
ceptores colinérgicos. Esse efeito pode causar uma série de disfungdes, como contragdes mus-
culares involuntarias, tremores, paralisia e, em casos extremos, insuficiéncia respiratoria devido
a incapacidade dos musculos respiratorios de relaxarem. Além disso, a hiperatividade sinaptica
decorrente da inibicdo da AChE pode causar danos aos neurdnios, comprometendo a integri-
dade do sistema nervoso (Cavalcant et al., 2016).

Nos peixes, a acetilcolinesterase ¢ igualmente vital para a regulacdo do sistema nervoso
e das fun¢des musculares, sendo uma enzima amplamente estudada em ecotoxicologia devido
a sua sensibilidade a contaminantes ambientais, como agrotoxicos organofosforados e carba-
matos. Esses compostos quimicos atuam como inibidores da AChE, ligando-se irreversivel-
mente ao seu sitio ativo e bloqueando sua atividade. Isso torna a AChE um importante biomar-
cador de exposi¢ao a esses poluentes, uma vez que a inibi¢do da enzima esta diretamente asso-
ciada aos efeitos neurotdxicos causados por tais substancias (Pereira, 2009).

A relevancia da AChE para a homeostase neuromuscular também se estende a sua fun-
¢do em manter a comunicagao eficiente entre os neurdnios e os musculos. Em peixes, o controle
preciso da atividade muscular € essencial para comportamentos basicos como natacao, preda-
¢ao, fuga de predadores e reprodugdo. A regulacao da acetilcolinesterase garante que esses com-
portamentos ocorram de forma eficaz, permitindo aos peixes responder rapidamente a estimulos
ambientais e realizar suas atividades vitais (Rosa, 2012).

Quando a acetilcolinesterase ¢ inibida, como ocorre em ambientes contaminados por
organofosforados ou carbamatos, os efeitos sobre os peixes podem incluir disfun¢des motoras,
redugdo da capacidade de locomocgao e dificuldades em comportamentos essenciais para a so-
brevivéncia. Estudos mostram que a exposi¢do prolongada a contaminantes que inibem a AChE
resulta em alteragdes comportamentais, como redug@o na habilidade de captura de presas, au-
mento da vulnerabilidade a predadores e comprometimento das interagdes sociais e reproduti-
vas. Esses impactos podem levar a uma diminuicdo na fitness das populagdes de peixes, afe-
tando a dindmica populacional e o equilibrio ecologico dos ecossistemas aquaticos. (Oliveira,
2014).

Além disso, a acetilcolinesterase desempenha um papel indireto na prote¢ao contra os
efeitos de neurotoxinas, pois sua atividade normal impede a acumulagdo descontrolada de ace-

tilcolina, que poderia levar ao estresse oxidativo e a morte celular. A inibi¢do prolongada da
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AChE pode exacerbar o estresse oxidativo nos tecidos neurais, contribuindo para danos estru-
turais e funcionais no cérebro dos peixes, o que reforca a importancia dessa enzima para a satude
do sistema nervoso (Vogel; Machado, 2019).

Assim, a acetilcolinesterase é ndo apenas uma enzima vital para o funcionamento do
sistema nervoso, mas também um indicador sensivel dos impactos ambientais em peixes. Mo-
nitorar sua atividade em estudos ecotoxicoldgicos € fundamental para entender como contami-
nantes quimicos afetam os organismos aquaticos e para desenvolver estratégias de conservagdo
e manejo sustentavel. A andlise da AChE oferece uma ferramenta poderosa para avaliar os im-
pactos subletais da polui¢do quimica nos ecossistemas aquaticos e para identificar areas criticas

que requerem intervencdo (Nascimento; Fossi; Leonzio, 2008).

2.7  ACETILCOLINESTERASE: IMPACTO DOS AGROTOXICOS NA SUA
PRODUCAO E ATIVIDADE

Os acetilcolinesterase (AChE) ¢ uma enzima fundamental para o funcionamento do
sistema nervoso, responsavel pela degradacdo do neurotransmissor acetilcolina nas sinapses. A
exposicao a agrotoxicos pode alterar significativamente a atividade dessa enzima em organis-
mos aquaticos, tornando-a um importante biomarcador bioquimico de contaminagdo ambiental
(Assis; Bezerra; Carvalho, 2011).

Historicamente, os agrotdxicos mais associados a inibicdo da AChE sdo os organofos-
forados e os carbamatos, compostos amplamente utilizados na agricultura. Os organofosforados
agem por fosforilacdo irreversivel do sitio ativo da enzima, enquanto os carbamatos atuam por
carbamidacdo reversivel, ambos levando ao acimulo de acetilcolina nas fendas sinédpticas e a
hiperestimulacdo dos receptores colinérgicos (Silva, 2015; Nogueira, 2015). Como consequén-
cia, os peixes podem apresentar alteracdes motoras como espasmos, tremores, paralisia e difi-
culdades na locomoc¢ao, que comprometem sua capacidade de fuga, alimentacao e reprodugao.

No entanto, estudos recentes tém demonstrado que outros grupos de agrotéxicos, como
piretroides, triazinas e neonicotindides, também podem interferir na atividade da AChE, seja
inibindo ou, em alguns casos, provocando um aumento compensatorio da atividade enzimatica.
Esse aumento pode ocorrer como uma resposta adaptativa do organismo a exposi¢ao cronica a

niveis subletais de contaminantes, embora os mecanismos envolvidos ainda ndo estejam com-

pletamente elucidados (Khoshnood, 2024; Akter et al., 2020).
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As consequéncias dessas alteragdes vao além da esfera neurologica. A disfungdo da
AChE pode afetar o comportamento alimentar, a migragao reprodutiva e a resposta a predado-
res, impactando diretamente a dindmica populacional dos peixes. Em nivel celular, o acimulo
de acetilcolina pode induzir estresse oxidativo nos neurdnios, provocar alteragdes morfologicas
no tecido cerebral e reduzir a densidade sindptica funcional, prejudicando o desempenho cog-
nitivo e a plasticidade neural (Akter et al., 2020).

Além disso, o comprometimento muscular decorrente da hiperestimulagdo colinérgica
pode interferir em fungdes essenciais como a natagado e a reproducao, dificultando a localizagao
de parceiros e a desova. A inibicdo prolongada da AChE também pode suprimir a resposta
imune, tornando os peixes mais vulneraveis a infecgdes e agentes patogénicos (Khoshnood,
2024).

A anélise da atividade da acetilcolinesterase em peixes provenientes de ambientes con-
taminados tem se mostrado uma ferramenta eficaz para a avaliagdo de efeitos subletais da po-
luicdo quimica. Sua aplicacdo em programas de monitoramento ambiental permite identificar
exposic¢des cronicas mesmo quando os niveis de contaminagdo estdo abaixo dos limites legais,
contribuindo para a formulacgdo de estratégias de manejo ambiental mais eficazes.

Portanto, os efeitos dos agrotdxicos sobre a AChE refletem ndo apenas os riscos a satide
dos peixes, mas também os desafios para a conservacao dos ecossistemas aquaticos. A avaliagao
sistematica da atividade dessa enzima em estudos ecotoxicologicos ¢ fundamental para entender
a extensdo dos danos causados pela polui¢dao agricola e propor medidas mitigadoras que pro-

movam a prote¢do da biodiversidade aquatica.
2.8 FONTES DE CONTAMINACAO E RISCOS AMBIENTAIS

A contaminag¢do de corpos d’agua por agrotoxicos em areas agricolas pode ser atribuida
a diferentes fontes, classificadas como pontuais ou difusas, dependendo da forma como os com-
postos chegam ao ambiente aquatico. Nas sub-bacias dos rios Piratini e Comandai, no sul do
Brasil, ambas as fontes estdo presentes e desempenham um papel importante na dispersao de
residuos quimicos nos riachos estudados. A identificagdo dessas fontes € essencial para com-
preender os mecanismos de transporte de contaminantes e avaliar os riscos ecologicos associa-
dos a presenca de agrotdxicos na agua (Santos; Silva; Oliveira, 2020).

As fontes pontuais de contaminacao incluem despejos diretos de residuos agricolas, va-

zamentos em locais de armazenamento de agrotoxicos e descarte inadequado de embalagens e
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sobras de produtos quimicos. Esses eventos frequentemente ocorrem em areas proximas a cor-
pos d’agua, facilitando a entrada direta de contaminantes nos riachos. Um exemplo comum ¢ o
descarte de sobras de pulverizacdo de agrotoxicos em canais de drenagem que desaguam nos
rios. Apesar de menos frequentes em comparagdo as fontes difusas, as fontes pontuais podem
resultar em concentragdes localizadas extremamente altas de contaminantes, causando efeitos
toxicos agudos em organismos aquaticos (Lima; Almeida; Ferreira, 2012).

Jé as fontes difusas sdo mais dificeis de monitorar e controlar, sendo caracterizadas pelo
transporte de contaminantes através do escoamento superficial, lixiviagdo e deposi¢cdo atmos-
férica. Durante periodos de chuva intensa, os agrotoxicos aplicados em plantacdes sdo carrega-
dos por enxurradas para os corpos d’agua adjacentes, levando a uma contaminagdo generalizada
e persistente. Esse tipo de contaminagdo € especialmente relevante nas sub-bacias estudadas,
onde a agricultura intensiva, com o uso de herbicidas, inseticidas e fungicidas, domina a paisa-
gem. Além disso, a falta de barreiras naturais, como matas ciliares, agrava o problema, permi-
tindo que residuos quimicos atinjam os rios sem qualquer tipo de filtragem natural (Spadotto;
Gomes; Luchini, 2004).

Além dos impactos ecologicos diretos, a contaminagdo por agrotoxicos também com-
promete os servicos ecossistémicos prestados pelos corpos d’adgua, como a regulagdo da quali-
dade da agua, o fornecimento de recursos hidricos para consumo humano, irrigagdo e pesca. A
deterioragdo desses servigos pode ter implicacdes socioecondmicas significativas, especial-
mente para comunidades que dependem diretamente dos recursos hidricos das sub-bacias para
sua subsisténcia. A presenca de agrotoxicos acima dos limites recomendados para dgua potavel,
como observado no caso do malationa, representa um risco ndo apenas para a biota aquatica,
mas também para a salde humana, ao potencialmente contaminar fontes de abastecimento de
agua e alimentos (Veiga; Silva; Veiga, 2006).

Além disso, os efeitos sinérgicos entre diferentes agrotoxicos presentes nos corpos
d’agua podem aumentar a toxicidade geral do ambiente aquatico. Mesmo que os compostos
estejam em concentragdes individuais abaixo dos limites considerados seguros, a interagao en-
tre eles pode gerar efeitos adversos mais severos, dificultando a previsdo e o controle de seus
impactos. Esses efeitos podem incluir aumento do estresse oxidativo, alteracdes comportamen-
tais em peixes e redu¢do da biodiversidade (Silva; Souza; Pereira, 2023).

A auséncia ou degradacao de matas ciliares, associada a intensificagdo da agricultura e
ao uso indiscriminado de defensivos agricolas, agrava o problema, tornando essencial a imple-

mentagdo de estratégias de mitigagdo (Gomes; Spadotto; Luchini, 2012).
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2.9 AGROTOXICOS DETECTADOS NAS AMOSTRAS E SUAS
CONCENTRACOES

A contaminacdo dos corpos d’agua por agrotoxicos ¢ um dos principais problemas am-
bientais enfrentados no Brasil, sendo considerada a segunda maior causa de polui¢ao dos rios,
atras apenas do esgoto doméstico, segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Esta-
tistica (IBGE). A disseminagdo desses compostos no ambiente ocorre predominantemente por
meio de aguas superficiais e subterraneas, seja dissolvidos em adgua ou adsorvidos em particulas
de solo transportadas por escoamento. Em determinadas condigdes ambientais, como alta tem-
peratura e variagdes de pH, esses compostos podem volatilizar-se, atingindo até mesmo a at-
mosfera e ampliando os riscos a saude humana e ambiental (Chiarello et al., 2017; Utzig; Sot-
toriva, 2017).

A mobilidade dos agrotoxicos no ambiente esta diretamente relacionada as caracteristi-
cas fisico-quimicas dos compostos, as propriedades do solo (como textura e matéria organica),
ao regime pluviométrico, a topografia e as praticas de manejo agricola empregadas. Em areas
agricolas intensivas, a lixivia¢do e o escoamento superficial favorecem a chegada desses con-
taminantes aos cursos d’agua, colocando em risco os ecossistemas aquaticos.

Apesar de haver um sistema de fiscalizacdo bem estruturado no que diz respeito a pre-
senca de residuos de agrotdxicos em alimentos — realizado pelos Laboratérios Federais de
Defesa Agropecuaria (LFDA) e consolidado pela ANVISA por meio do Programa de Anélise
de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA) —, os estudos voltados a detecgdo de resi-
duos no solo e na 4gua ainda sdo esparsos, localizados e concentrados em regides proximas a
zonas de intensa atividade agropecudria (Silva et al., 2021). Isso compromete a elaboracdo de
politicas publicas mais eficazes voltadas ao monitoramento ambiental.

Nesse contexto, torna-se essencial incluir variaveis ecologicas no planejamento de pro-
gramas de vigilancia ambiental, como a existéncia de areas agricolas nas bacias hidrograficas,
o lancamento de efluentes industriais e agroindustriais, falhas no sistema de tratamento e dis-
tribui¢do de agua, entre outros fatores. O conhecimento desses elementos ¢ fundamental para
orientar a escolha de parametros quimicos que representem com fidelidade os impactos antro-
picos sobre a qualidade da agua (Silva et al., 2021).

Esses peixes foram analisados quanto a resposta a biomarcadores de estresse oxidativo
(peroxidacdo lipidica), neurotoxicidade (atividade da acetilcolinesterase) e condicao fisiologica
geral (fator de condicdo), em paralelo a deteccao de agrotoxicos na agua. A associacao entre os

niveis de contaminacdo e as altera¢des nos biomarcadores biologicos reforga a relevancia de
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incluir bioindicadores aquaticos em estudos ambientais, possibilitando uma compreensao mais

abrangente dos impactos da poluicdo sobre a fauna e sobre os ecossistemas como um todo.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1  AREA DE ESTUDO

O material foi coletado em 36 pontos, incluindo nascente, intermediario e foz dos ria-
chos das sub-bacias dos rios Piratinim e Comandai, no médio Uruguai, sul do Brasil, os quais
cortam cidades e areas agricolas, com uma produtividade intensa na producéo de graos.

A Bacia Hidrografica do Rio Piratinim (U040), inserida na Regido Hidrografica da Ba-
cia do Rio Uruguai, abrange uma area de 7.656 km2 e conta com uma populagdo aproximada
de 68.272 pessoas (SEMA, 2020). Deste total, 46.647 habitantes vivem em areas urbanas, en-
guanto 21.625 residem em zonas rurais. Além disso, alguns municipios estao totalmente inse-
ridos na bacia, como Garruchos e Sdo Nicolau, que possuem 100% de seu territdrio dentro dessa
area (SEMA, 2020).

A sub-bacia do Rio Comandai, localizada ao sul da Bacia U30, possui uma area de 1.431
km2 e um curso principal de 199 km, com desnivel de 1,51 m/km e uma rede de drenagem de
1.235 km. Ela abrange partes de 14 municipios, sendo que Girua e Candido Godoi tém suas
sedes municipais no divisor de aguas, enquanto os municipios de Senador Salgado Filho, Sete
de Setembro, Guarani das Miss6es, Ubiretama, Campina das Missdes e Sdo Paulo das Missoes
estdo totalmente dentro da sub-bacia (FEPAM, 2004).

Na sub-bacia do rio Comandai prevalecem as atividades agricolas, especialmente o cul-
tivo de soja, trigo e milho, além da pecuaria, com destaque para a suinocultura (FEPAM, 2019).
Enquanto na sub-bacia do rio Piratinim predominam campos de pastagem, favorecidos pelas
caracteristicas do Bioma Pampa, que sdo adequadas a pecuéria.

A bacia do rio Piratini é composta pelos riachos Chuni, Ximbocu, Santana, Itu, Guara-
capa e lvai (Figura 1).

Na bacia do rio Comandai, encontram-se 0s riachos Luiza, Pessegueiro, Comandaizi-
nho, Funddo, Lambedor e Girua (Figura 1). Cada um desses riachos foi dividido em trés trechos
(alto, médio e baixo), totalizando 36 pontos de amostragem.

A coleta do material foi aprovada pela CEUA - Comisséo de Etica no Uso de Animais,
autorizacdo N° 8041020524,
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Figura 3. Pontos de amostragem das sub-bacias do rio Piratinim e do rio Comandai, RS, Bra-
sil. Fonte: Silva, 2024.

3.2 COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO

Os exemplares de Mimagoniates inequalis (familia Gasteropelecidae) e Bryconameri-
cus iheringii (familia Characidae) foram capturados em riachos das bacias hidrograficas dos
rios Comandai e Piratinim utilizando rede de arrasto do tipo picaré. As duas espécies foram
escolhidas por sua representatividade nos ambientes 16ticos da regido sul do Brasil, sendo co-
mumente encontradas em riachos com diferentes graus de impacto antropico. M. inequalis é
uma espécie de pequeno porte, sensivel a alteracdes ambientais, geralmente encontrada em
areas com vegetagao riparia bem preservada. Ja B. iheringii apresenta ampla distribuicao e €
considerada uma espécie tolerante, sendo amplamente utilizada em estudos ecotoxicologicos

devido a sua capacidade de refletir alteragcdes na qualidade da 4gua.
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ApoOs a captura, os peixes foram submetidos a eutanasia conforme protocolo ético, €
posteriormente congelados em nitrogénio liquido para garantir a integridade dos tecidos biol6-
gicos. Em seguida, os espécimes foram transportados ao laboratério e armazenados em ultra-
freezer a -80 °C até a realizacdo das analises.

Cada individuo foi identificado taxonomicamente e submetido a medicao do compri-
mento total, comprimento padrao e peso total. O cérebro e o figado foram cuidadosamente dis-
secados, acondicionados separadamente e mantidos a -80 °C em ultrafreezer para posterior ana-

lise dos biomarcadores bioquimicos e fisioldgicos.
3.3  COLETA DE AGUA

Foi coletada uma amostra de agua superficial em cada ponto de coleta, utilizando-se um
frasco ambar de 1 litro, previamente lavado em solugdo de Extran 5% por 24 horas antes da
coleta. As amostras foram niveladas e armazenadas em caixas de isopor com gelo, a fim de
manté-las refrigeradas até a chegada ao laboratorio. No laboratorio, as amostras foram armaze-
nadas na geladeira até o inicio da anélise.

A coleta foi realizada em &reas de correnteza, a partir do meio da coluna de agua e no
centro do fluxo do rio, conforme descrito por Rodriguez et al. (2022).

Os parametros fisico-quimicos da agua, como temperatura (°C), pH, oxigénio dissolvido
(OD) foram avaliados em todos pontos da coleta através de um medidor de oxigénio dissolvido,
modelo (YSI 550%). Além disso, foi medido também o fluxo da 4gua com o auxilio de um me-
didor de vazdo, modelo (Modelo 2030R).

3.4 CARACTERIZACAO DO AMBIENTE

A caracteriza¢do do ambiente foi realizada nos 36 pontos distribuidos por riachos das
sub-bacias dos rios Piratinim e Comandai, no Rio Grande do Sul, Brasil. Esses riachos, apre-
sentam caracteristicas especificas quanto aos parametros fisico-quimicos da dgua, como tem-
peratura, oxigénio dissolvido (OD), pH, turbidez e condutividade elétrica (CE), analisados em
diferentes trechos: nascente, intermediario e foz (Tabela 1).

O riacho Comandaizinho apresentou valores elevados de turbidez na nascente (293
NTU), enquanto outros, como Lambedor, exibiram niveis baixos de turbidez em varios trechos.
A condutividade elétrica variou amplamente, sendo mais alta no riacho Pessegueiro (166,9
pS/cm na nascente) e mais baixa no Comandaizinho (39,3 uS/cm na nascente).
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O pH da agua apresentou valores que oscilaram entre levemente acido e alcalino, indi-
cando diferencas nas caracteristicas quimicas locais. No riacho Santana, o pH variou de 5,94
na foz a 8,15 em trechos intermediarios. Ja no riacho Comandaizinho, os valores de pH foram
mais consistentes, ficando entre 7,17 e 7,69.

O oxigénio dissolvido, essencial para a sobrevivéncia da fauna aquética, também apre-
sentou diferengas significativas. No riacho Chuni, os niveis foram os mais elevados, alcangando
até 9,10 mg/L nos trechos intermediarios, 0 que pode indicar uma boa oxigenacao em fungéo
das caracteristicas de fluxo. Em contrapartida, no riacho Ivai, os valores de OD foram mais
baixos, chegando a 6,10 mg/L, possivelmente devido a maior carga organica ou menor circula-
cao de &gua nesses pontos.

Além disso, o comprimento do riacho e a profundidade foram mensurados diretamente
no local utilizando uma fita métrica. Para a determinacdo da area agricola ao redor de cada
ponto de amostragem, foi considerado um raio de 1 km. A analise foi realizada por meio do

software Fragstats, verséo 4.0.

Tabela 1. Parametros fisico-quimicos analisados em 36 pontos de 12 riachos nas sub-bacias

dos rios Piratinim e Comandai, RS, Brasil

BACIA RIACHO PONTO TEMP oD pH TURB CE
Ximbocu Nascente 24.6 7.81 6.17 36 88
Ximbocu Intermedia- 7.52 7.16
rio 24.7 39 81
Ximbocu Foz 25.7 7.21 6.34 44 81.6
Santana Intermedia- 8.76 8.15
rio 24.5 38 62,3
Santana Foz 25.6 8.30 5.94 34 61.5
Guaracapa Nascente 26.2 7.42 6.15 23 91.3
Guaracapa Intermedia- 8.35 6.65
rio 27.2 48 58.4
Piratinim | Guaracapa Foz 27.1 7.51 5.9 67 62
Itu Nascente 24.6 8.81 6.56 35 94.3
Itu Intermedia- 8.47 6.21
rio 26.2 23 54
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Itu Foz 26.7 8.53 5.59 46 724
Ivai Nascente 24.7 7.30 5.74 114 34.4
Ivai Intermedia- 6.10 6.38
rio 25.4 62 107.5
Ivai Foz 25.9 7.13 6.29 32 106.8
Chuni Nascente 24.4 9.01 6.45 34 83.8
Chuni Intermedia- 9.10 6.04
rio 27.5 34 61.5
Chuni Foz 28.3 8.05 6.28 33 59.8
Pessegueiro Nascente 23.7 7.49 7.72 72 166.9
Pessegueiro Intermedia- 8.45 6.5
rio 24.2 16.6 128.8
Pessegueiro Foz 24.9 7.73 7.71 18.2 143.2
Lambedor Nascente 23.3 8.33 7.78 42 94.4
Lambedor Intermedié- 8.46 7.86
rio 24.4 30 82.1
Lambedor Foz 24.3 7.78 7.63 16.6 85.4
Girua Nascente 26.2 8.02 7.75 15.9 54.1
Coman- | Girua Intermedié- 8.56 7.89
dai rio 24.6 27 59.5
Girua Foz 24.6 8.11 7.44 16.6 62.2
Comandaizi- Nascente 8.45 7.17
nho 21.0 293 39.3
Comandaizi- Intermedia- 8.96 7.32
nho rio 21.6 26 43
Comandaizi- Foz 8.72 7.69
nho 21.8 26 45.4
Fundao Nascente 24.0 7.87 7.96 29 112.9
Fundao Intermedia- 7.53 7.79
rio 24.9 40 103.2
Funddo Foz 24.6 8.03 8.07 30 112.7
Luiza Nascente 24.7 8.32 7.74 30 135.7
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Luiza Intermedié- 8.28 7.74
rio 25.6 12.6 126.2
Luiza Foz 25.1 8.68 6.28 15.9 148.5

TEMP: temperatura; OD: oxigénio dissolvido; pH: potencial hidrogeniénico; TURB: turbidez;

CE: condutividade elétrica.
35 PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS DE TECIDO

As espeécies de peixes utilizadas neste estudo foram Bryconamericus iheringii e Mima-
goniates inequalis, ambas onivoras e bentopelagicas. Para uma melhor avaliacdo apenas foram
considerados para a analise os pontos de amostragem que apresentaram um ndmero igual ou
maior de 5 exemplares por espécie.

As amostras de tecido (cérebro e figado) foram homogeneizadas na propor¢do 1:9
(peso/volume) em solucdo tampao fria (4 °C, pH 7.4) composta por 45,6 mM de NaCl, 0,9 mM
de KCI, 2,7 mM de Na2HPO4, 0,4 mM de KH2PO4 e 1 mM de EDTA Os homogeneizados
foram entdo centrifugados a 1.600xg, a 4 °C, por 10 minutos. A concentracao de proteina das
amostras foi determinada através do método Biureto. O sobrenadante do homogeneizado das

amostras foram usados para a analise da acetilcolinesterase e da peroxidacéo lipidica.
3.6  ANALISE PEROXIDACAO LiPIDICA

A determinacédo da peroxidacdo lipidica foi realizada por meio do método que analisa
substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS), que se caracteriza pela reacdo entre 0
malondialdeido (MDA) e o cido 2-tiobarbitarico (TBA) (Diniz, 2023), seguindo os protocolos
previamente estabelecidos por Ohkawa et al. (1979), modificado por Martins et al. (2012) e
Oakes e Van Der Kraak (2003), adaptado.

A curva padréo de malondialdeido (MDA) foi elaborada para quantificar os niveis de
MDA nas amostras, a partir de uma solucéo padréo de tetrametoxipropano (TMP).

Em resumo, em cada tubo (em duplicata) foram acrescentados 20 pL de amostra, 20 pL
de hidroxitolueno butilado (BHT; 1,41 mM), 150 pL de solucéo de &cido acético a 20% (pH
3,5), 150 uL de acido tiobarbiturico (TBA) a 0,8%, e 20 uL de dodecil sulfato de sédio (SDS)
a 8,1%. Os tubos foram aquecidos a 95°C por 30 minutos e 150 pL de cada amostra foram
transferidos para uma placa de poliestireno com 96 pocos. A absorbancia foi medida a 532 nm
no espectrofotdmetro Multiskan Go (Thermo Scientific). A concentracdo de TBARS nas amos-

tras foi expressa como pmol de MDA/mg de tecido.
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3.7 ANALISE DA ACETILCOLINESTERASE

A andlise de acetilcolinesterase foi realizada de acordo com o método de Ellman et al.
(1961). A mistura de rea¢do foi composta de amostra diluida (20x), tampdo fosfato de K* (0,1
M, pH7,5) e 1| mM de acido 5-5-ditio-bis 2-nitrobenzdico (DTNB). A reagdo foi iniciada com
a adi¢ao deiodeto de acetiltiocolina (ATCI, 5,25 mM). A atividade da enzima foi medida em
espectrofotometro (Multiskan Go, Thermo Scientific), a 405 nm. Todas as amostrar foram
testadas em duplicata, em 10 leituras consecutivas, com intervalos de 1 minuto. A atividade da

acetilcolinsteras foi expressa como nmol/min/mg de proteina.
3.8 ANALISE DA AGUA

As analises foram realizadas em um Cromatégrafo Liquido Shimadzu LC-MS2020®,
equipado com fonte de ionizacédo por eletrospray (ESI), aplicador de massa do tipo Quadrupolo
e sistema de aquisicdo de dados LabSolutions®. A separacdo cromatografica ocorreu em uma
coluna analitica Agilent Poroshell EC-18 (50 mm x 3 um) com porosidade de 2,7 um. O tempo
total de execucdo do método foi de 13 minutos. A fase mdvel consiste em agua ultrapura (A) e
metanol (B), ambos contendo formato de aménio (5 mM) e &cido férmico (1%) como modifi-
cadores, com uma vazéo de 0,2 mL/min sob gradiente de elui¢do. O volume de injecéo utilizado
foi de 10 puL. A temperatura do forno da coluna foi ajustada para 40 °C, enquanto a temperatura
do DL foi de 250 °C.

As amostras de dgua foram preparadas por meio da técnica de extragdo em fase sélida
(SPE - Solid Phase Extraction). Inicialmente, uma aliquota da amostra foi filtrada utilizando
membrana de acetato de celulose com porosidade de 0,45 um e, em seguida, acidificada para
pH 3. Apds esse procedimento, 250 mL da amostra foram percolados em cartuchos SPE com
sorvente C18 (3 mL /500 mg), previamente condicionados com 3 mL de metanol e 3 mL de
agua ultrapura. Os compostos foram eluidos com 2 mL de metanol, e o extrato resultante foi
analisado por LC/MS.

As metodologias analiticas para a determinagdo de agrotoxicos em aguas superficiais
incluem a validagdo seguindo os critérios estabelecidos pela ANVISA (BRASIL, 2017) e pelo
INMETRO (2020). O desempenho da metodologia foi avaliado considerando pardmetros como
linearidade, sensibilidade, exatiddo, efeitos de matriz e precisdo. Durante o processo de
validacdo, amostras de agua ultrapura foram utilizadas para garantir a confiabilidade dos

resultados.
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Os valores de recuperacdo dos analitos foram determinados por meio da comparagao
entre as areas de pico de amostras fortificadas e padrdes metandlicos de concentragdes
equivalentes, resultando em indices de recuperagdo entre 70% e 120%. A precisao do método
foi avaliada pelo desvio padrao relativo (RSD) das andlises replicadas, apresentando valores
inferiores a 20%. Os testes foram realizados em trés dias distintos para assegurar a consisténcia
dos resultados.

Os limites de deteccdo (LODs) e de quantificagdo (LOQs) foram calculados com base
na relagdo sinal-ruido obtida por analises em LC-MS de amostras de dgua enriquecidas. Os
LOQs para agua variaram de 0,01 a 1 pg-L™', enquanto os LODs foram estimados como sendo
trés vezes menores que os LOQs. As curvas de calibracdo, construidas com até doze pontos,
apresentaram coeficientes de determinagdo (r?) superiores a 0,99 para todos os analitos,
garantindo a linearidade do método.

No estudo apenas foram considerados os dados de agrotoxicos dos pontos de

amostragem dos riachos que apresentaram numero suficiente de peixes.
3.9 TRATAMENTO ESTATiSTICO DOS DADOS

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) unifatorial para avaliar as
diferencas nas médias em relacdo aos fatores abidticos do ambiente. Posteriormente, utilizou-
se o teste de Tukey para identificar desigualdades correspondentes. Todas as analises foram
realizadas considerando um nivel de significancia de p<0,05. Todas as andlises foram realizadas
no software Statistica 7.0.

A Andlise de Componentes Principais (PCA) foi aplicada para identificar padrbes de
variabilidade e segregacéo espacial entre os locais de amostragem, relacionando fatores abioti-

cos e restrigdes fisiologicas dos peixes analisados.
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4 RESULTADOS
41 AGROTOXICOS NOS RIACHOS

As andlises realizadas em diferentes pontos de coleta dos riachos das bacias
hidrograficas do Comandai e Piratinim apresentaram agrotoxicos em concentragdes variadas
(Tabela 2). O numero de compostos detectados varia conforme a localidade, com destaque para
o riacho PE-F, onde foram encontrados quatro compostos, incluindo atrazina (0,205 pug/L) e
malationa (0,104 pg/L). Na bacia do rio Piratinim, observou-se que a concentragdo de
agrotoxicos também variou entre os riachos, sendo CH- N, CH- I e I'T- I exemplos de areas com
apenas um composto detectado, enquanto o riacho CH-F apresentou trés agrotdxicos. Ja em
outros riachos da bacia do Comandai, o FU-F, GI- N e GI-I, os niveis s3o geralmente mais
baixos, com a presenca de até dois agrotoxicos. O significado de cada codigo esta detalhado na
Tabela 2.

Entre os agrotoxicos analisados, os mais detectados foram atrazina, azoxistrobina e
malationa, cujas concentragdes apresentaram variagdo entre <0,04 ng/L a 0,276 pg/L, indicando
impacto significativo das atividades agricolas proximas. A relacdo entre o solo agricola e a
presenca de agrotoxicos também ¢ evidente, ja que as dreas com maior percentual de solo
destinado & agricultura apresentaram maior incidéncia desses compostos quimicos. E
importante ressaltar que o agrotdxico malationa ndo foi encontrado na bacia do rio Comandai,

enquanto que o clomazone nao foi detectado na bacia do rio Piratinim.

Tabela 2. Presenca de agrotoxico detectados na dgua e porcentagem do uso do solo agricola

em diferentes trechos das bacias hidrogréficas do rio Comandai e rio Piratinim, RS.

Simaz
(Hg/L)

Tipos de agrotdxicos™
Riacho TR™ | Cédigo | Solo N° 2,4-D Atraz  Azoxist Clomaz  Malat
()" Agrot™  (ug/L)  (ug/L)  (MglL)  (Mg/L)  (uglL)
Bacia
Comandai
Comandaizinho | CO-I 66 0
Fundéo N FU-N 72 0
F FU-F 84 1 <1,0
Girua N GI-N 87 2 <0,04 0,05
| Gl-I 91 1 <0,04
F GI-F 90 0
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Lambedor I LA-I 83 0
F LA-F 78 0
Luiza F LU-F 75 1 <1,0
Pessegueiro N PE-N 76 0
F PE-F 70 4 <1,0 0,205 0,162 0,104
Bacia
Piratinim
Chuni N CH-N 85 1 <0,2
| CH-I 90 1 0,276
F CH-F 96 3 <1,0 <0,04 <0,2
Guaracapa F | GUA-F 74 0
Ivai | V-1 89 1 0,08
Itd | IT-1 87 1 <0,2
Santana F SA-F 97 1 <0,2
Ximbocu N XI-N 75 0

“TR = Trecho; ““Solo (%) = Solo agricola (%); ™~ "N° Agrot = Numero de agrotoxicos detectados;

“Tipos de agrotoxicos: Atraz = Atrazina; Azoxist = Azoxistrobina; Clomaz = Clomazone;

Malat = Malationa; Simaz = Simazina.

Fonte: Autora (2025).

4.2

421 BIOMARCADORES

RESPOSTA FISIOLOGICA DOS PEIXES

A Andlise de varidncia (ANOVA) mostrou diferengas estatisticas nos valores de

peroxidagdo lipidica nos B. iheringii nos diferentes locais de amostragem. Os maiores valores

de peroxidagdo lipidica foram verificados no PE-F, IT-I e GI-F e o valor mais baixo foi

detectado no XI-N (Tukey, P<0,05; Figura 2A). Além disso a ANOVA também mostrou

diferengas nos valores de acetilcolinesterase no B. iheringii nos locais amostrados. Os valores

mais elevados foram registrados nos locais: CH-N, LU-F, PE-N, PE-F e GI-N e os menores

valores foram detectados no XI-N e GI-F (Tukey, P<0,05; Figura 2B).
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Figura 2. Resposta Fisioldgica dos peixes Bryconamericus iheringii em diferentes locais.

Figado: Peroxidacdo lipidica (A). Cérebro: Atividade da acetilcolinesterase (B).

A Andlise de Variancia (ANOVA) indicou diferengas estatisticamente significativas nos
valores avaliados para Mimagoniates inequalis em diferentes locais de coleta. Os valores mais
altos do fator de condi¢ao no caso da peroxidagdo lipidica foram observados nos locais GUA-
F e CH-F, enquanto o menor valor foi registrado no [V-I (Tukey, P<0,05; Figura 3A). Da mesma
forma, a atividade da acetilcolinesterase também apresentou variagdes significativas entre os
locais. Os maiores valores foram registrados em CH-F, e os menores valores ocorreram em V-

I (Tukey, P<0,05; Figura 3B).
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Figura 3. Resposta Fisioldgica dos peixes Mimagoniates inequalis em diferentes locais. Figado:
Valores do fator de condigéo relacionados ao estresse oxidativo (A). Cérebro: Atividade da
acetilcolinesterase (B).
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4.2.2 FATOR DE CONDICAO DOS PEIXES

O fator de condicdo (K) ¢ um pardmetro amplamente utilizado na ecotoxicologia para
avaliar o estado nutricional e fisiologico dos peixes, sendo calculado com base na relagao entre
o peso corporal (P) e o comprimento padrao (C) dos individuos, por meio da formula:

K=(P/C? %100,

onde P representa o peso em gramas e C o comprimento padrao em centimetros. Este
indice fornece uma estimativa do bem-estar dos peixes, indicando se os individuos estdo em
boas condi¢des corporais em relagdo ao seu tamanho. Valores mais elevados geralmente
refletem ambientes favoraveis, enquanto valores reduzidos podem indicar estresse ambiental
ou escassez de recursos.

As andlises estatisticas realizadas por meio de Analise de Variancia (ANOVA) revelaram
variagoes significativas no fator de condicdo das duas espécies entre os diferentes pontos de
amostragem (Figura 4).

Para Bryconamericus iheringii (Figura 4A), os maiores valores de K foram registrados
no ponto XI-N, sugerindo melhores condi¢cdes ambientais ou menor pressao de estressores. Em
contraste, os menores valores foram observados nos locais IT-I, CH-N, LU-F, PE-N, PE-F, GI-
N, FU-N e FU-F, o que pode refletir ambientes com maior exposi¢ao a contaminantes ou fatores
adversos a saude dos peixes.

De forma semelhante, Mimagoniates inequalis (Figura 4B) também apresentou
variacoes significativas no fator de condi¢dao. Os maiores indices foram identificados nos pontos
SA-F, GI-I, LA-I e LA-F, indicando boa condicao corporal nesses ambientes. Por outro lado, os
menores valores foram registrados nos locais GUA-F e IV-I, possivelmente associados a
estressores ambientais mais intensos ou condigdes menos favoraveis a manutengdao da

homeostase fisiologica dos individuos.
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Figura 4. Fator de condicdo de Bryconamericus iheringii (A) e Mimagoniates inequalis (B)

em diferentes riachos das bacias dos rios Piratinim e Comandai.

4.2.3 RELACAO ENTRE OS AGROTOXICOS PRESENTES NOS RIACHOS E A
RESPOSTA FISIOLOGICA DOS PEIXES

A Analise de Variancia (ANOVA) mostra que os valores de peroxidagao lipidica variam
de acordo com a quantidade de agrotoxicos presentes nos locais de amostragem. Os maiores
valores de peroxidagdo lipidica foram encontrados nos locais que apresentaram a maior
quantidade de agrotdxicos (Tukey, P<0,05; Figura SA).

A ANOVA nos mostra também que os valores de acetilcolinesterase variaram de acordo
com o numero de agrotoxicos presentes no local de amostragem. Os maiores valores desta
molécula foram encontrados nos locais com a presenga de dois tipos de agrotoxicos (Tukey,
P<0,05; Figura 5B).

O fator de condi¢do também variou de acordo com o numero de agrotoxicos presentes.
Os menores valores de fator de condi¢ao foram encontrados nos locais com a presenca de 1 ¢ 4

tipos de agrotoxicos (Tukey, P<0,05; Figura 5C).
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Figura 5. Relagdo do numero de agrotoxicos detectados no ambiente com os marcadores
bioquimicos e fisioldgicos testados em Bryconamericus iheringii. Relacdo entre a quantidade
de agrotoxicos detectados nos riachos e 0s niveis de peroxidacdo lipidica. (A). Variacdo da
atividade da acetilcolinesterase em relagdo ao nimero de agrotdxicos presentes no ambiente

(B). Relacédo entre o nimero de agrotdxicos e o fator de condigédo dos peixes. (C)

A ANOVA revelou que os valores do da peroxidacao lipidica variam significativamente
conforme a quantidade de agrotdxicos presentes nos locais de amostragem. Os maiores valores
foram registrados nos locais com trés tipos de agrotoxicos, enquanto os menores valores foram
observados nos locais sem agrotoxicos (7Tukey, P<0,05; Figura 6A).

Os valores de acetilcolinesterase também mostraram uma variagdo significativa em
relagdo a quantidade de agrotoxicos. Os locais com maior concentragdo de trés agrotdxicos
apresentaram os maiores valores dessa enzima, enquanto os menores valores ocorreram em
locais sem a presenca de agrotoxicos (7Tukey, P<0,05; Figura 6B).

O fator de condicdo ndo apresentou diferencas estatisticas significativas entre os locais
com diferentes quantidades de agrotoxicos (P>0,05; Figura 6C). Embora tenha uma leve
tendéncia de reducao nos locais com trés agrotoxicos, esses resultados podem indicar que outros

fatores podem influenciar o estado fisioldgico dos peixes.
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Figura 6. Relacdo do nimero de agrotéxicos detectados no ambiente com os marcadores

bioguimicos e fisiol6gicos testados em Mimagoniates inequalis. Relacdo entre a quantidade

de agrotoxicos detectados nos riachos e 0s niveis de peroxidacdo lipidica. (A). Variagdo da

atividade da acetilcolinesterase em relacdo ao nimero de agrotoxicos presentes no ambiente

(B). Relacéo entre o nimero de agrotdxicos e o fator de condicédo dos peixes. (C)

A andlise de componentes principais (PCA) aplicada aos dados abidticos e dos parame-

tros fisiologicos do B. iheringii produziu dois eixos, que foram retidos para interpretagao. O

eixo 1 (PCAL) representou 45,9%, enquanto o eixo 2 (PCA2) descreveu 28,2% do total de

variagdo dos dados (Figura 7).
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Figura 7. Resultado da Anélise de Componentes Principais (PCA) aplicada a matriz de dados
de Bryconamericus iheringii capturados em diferentes riachos das bacias dos rios Comandai

e Piratinim.

Em relacdo a PCAL1, foi possivel observar uma segregacao espacial dos locais de amos-
tragem, no lado direito da biplot ficaram segregados os locais: CO-I, PE-N, FU-N e XI-N os
quais estiveram relacionados com o aumento do Fator de Condic¢ao. No lado esquerdo da biplot
ficaram separados os locais: PE-F, I'T-I, FU-F, GI-N, GI-F, XI-N e LU-F que estiveram relacio-
nados com a presenga de agrotoxicos, uso da terra pela agricultura e maiores valores da acetil-
colinesterase e peroxidacao lipidica (Figura 7). A PCA2 apresentou uma maior correlagdo entre
os valores da peroxidacdo lipidica e os valores de agrotoxicos e uso da terra pela agricultura
(Figura 7).

Na Anélise de Componentes Principais (PCA) realizada com os dados abidticos e os
parametros fisioldgicos da espécie Mimagoniates inequalis, foram considerados os seguintes
fatores abidticos: temperatura da dgua, pH, condutividade elétrica, oxigénio dissolvido e turbi-
dez. Esses parametros sdo amplamente utilizados para caracterizar a qualidade da 4gua e enten-
der como variaveis ambientais podem influenciar a saide da biota aquatica.

Além disso, foram incluidos os parametros fisiologicos dos peixes, tais como atividade
da enzima acetilcolinesterase (AChE), niveis de peroxidagao lipidica (MDA) e o fator de con-
dicdo (K), com o objetivo de explorar possiveis correlagdes entre as condigdes ambientais e as
respostas biologicas dos organismos.

A analise reteve dois eixos principais para interpretagao. O primeiro eixo (PCA1) expli-

cou 52,4% da variabilidade total dos dados, enquanto o segundo eixo (PCA2) representou
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25,5% da variagao (Figura 8). Esses dois componentes principais permitiram a visualizagdo das
associagoes entre os locais de coleta e as variaveis analisadas, fornecendo uma visao integrada

da influéncia dos fatores ambientais sobre os biomarcadores fisiologicos em M. inequalis.
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Figura 8. Resultado da Anélise de Componentes Principais (PCA) aplicada a matriz de
dados de Mimagoniates inequalis capturados em diferentes riachos das bacias dos rios

Comandai e Piratinim.

Observando a PCAI1 foi possivel detectar uma segregacdo espacial dos locais de
amostragem, no lado direito da biplot ficaram segregados os locais: CH-I, CH-F, GI-F, SA-F e
IV-I os quais estiveram relacionados com a presenga de agrotoxicos, uso da terra pela
agricultura e maiores valores da acetilcolinesterase e peroxidagao lipidica. No lado esquerdo do
biplot encontra-se os locais: LA-I, LA-F e GUA- F, os quais estiveram relacionados com o
aumento do fator de condicdo (Figura 8). J& a PCA 2 da Figura 8, apresentou uma maior
correlacdo entre os valores da acetilcolinesterase e os valores de agrotoxicos e uso da terra pela
agricultura, e também mostrou uma certa segregacao dos pontos da foz para a regido inferior

da biplot.
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5 DISCUSSAO

A presenca de agrotoxicos em corpos d’agua ¢ uma preocupacao crescente, principal-
mente em regides de intensa atividade agricola, como as bacias dos rios Piratinim e Comandai,
no sul do Brasil. Neste estudo, foram detectados pesticidas como atrazina, simazina e malationa
em diferentes pontos de amostragem, corroborando a literatura que aponta a agricultura como
uma das principais fontes de contaminacdo difusa em ecossistemas aquaticos (Rubbo, 2017).

Apesar da expectativa de niveis elevados desses compostos em todos os locais, foi ob-
servada baixa deteccdo de agrotoxicos em alguns pontos, o que pode estar relacionado a dilui-
¢do provocada pelas chuvas no periodo da coleta, ou a variagao no uso sazonal desses produtos
nas lavouras proximas. Essa flutuagdo refor¢a a importancia de considerar o regime hidrolégico
e o calendario agricola nas interpretacdes ambientais.

Em relagao aos biomarcadores, os dados de peroxidagao lipidica indicaram niveis au-
mentados de estresse oxidativo em diversos pontos, sugerindo que os peixes foram expostos a
condi¢des ambientais adversas, possivelmente relacionadas a presenga de contaminantes. Esse
achado est4 de acordo com a hipdtese do estudo, que previa maior geragao de espécies reativas
de oxigénio (EROS) em locais com contaminac¢do quimica.

O fator de condicdo apresentou variagdes importantes entre os pontos, com valores mais
baixos em 4reas associadas a presenga de agrotoxicos, o que pode refletir ndo apenas limitacdes
nutricionais, mas também o comprometimento metabdlico e fisioldgico causado pela exposi¢ao
cronica a poluentes. Esse indicador foi fundamental para avaliar o estado geral de saude das
espécies estudadas.

Um resultado inesperado foi a elevacdo da atividade da enzima acetilcolinesterase
(AChE) em alguns pontos, contrastando com a inibicdo comumente observada em ambientes
contaminados por organofosforados e carbamatos. No entanto, estudos recentes sugerem que
esse aumento pode ocorrer em resposta a exposi¢ao a outras classes de agrotoxicos, como tria-
zinas e piretroides, bem como a metais pesados, indicando uma resposta adaptativa do orga-
nismo ou mecanismos compensatorios enzimaticos (Silva et al., 2017; Lionetto et al., 2021). A
ativacdo da AChE, portanto, pode refletir um ajuste fisioldgico frente a diferentes tipos de es-
tressores ambientais, o que refor¢ca a complexidade da interpretagdo desse biomarcador em am-
bientes contaminados com multiplos poluentes.

Dessa forma, os resultados obtidos neste estudo destacam a importancia do uso de mul-
tiplos biomarcadores para uma avaliacao integrada da satide dos organismos aquaticos, consi-

derando tanto os efeitos esperados quanto as respostas inesperadas. A variabilidade observada
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entre os pontos de coleta também evidencia a necessidade de monitoramentos continuos e es-

pacialmente abrangentes, especialmente em regides com uso intensivo de pesticidas.

5.1  IMPACTOS DOS AGROTOXICOS NOS BIOMARCADORES
BIOQUIMICOS

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram niveis elevados de peroxidacgao lipi-
dica nos peixes analisados, indicando um quadro de estresse oxidativo significativo. Esse feno-
meno esta diretamente relacionado a exposicao a agrotdxicos presentes nas bacias hidrograficas
estudadas, uma vez que pesticidas sao amplamente reconhecidos por induzirem a produgao ex-
cessiva de espécies reativas de oxigénio (EROS) (Lushchak, 2009). Estudos em ambientes de
agua doce demonstram que a presenca de contaminantes quimicos, especialmente pesticidas
organofosforados e piretroides, leva ao aumento da peroxidacao lipidica devido a formagao
descontrolada de EROS, que danificam as membranas celulares e comprometem a integridade
dos tecidos dos organismos aquaticos (Lushchak, 2022). A degradacao lipidica causada por esse
processo pode resultar em uma série de disfungdes fisioldgicas, como alteragdes no metabo-
lismo energético, inibicdo de processos celulares essenciais e redugdo da capacidade de adap-
tacdo dos peixes ao ambiente (Silva; Ventura; Torres, 2020). Essas consequéncias bioldgicas
podem impactar diretamente a sobrevivéncia das espécies analisadas, uma vez que o estresse
oxidativo prolongado esta associado a disfuncdo de 6rgdos vitais e ao aumento da vulnerabili-
dade a doencas e predadores.

Outro achado relevante foi a atividade inesperadamente elevada da enzima acetilcoli-
nesterase em algumas amostras. Estudos apontam que essa enzima ¢ comumente inibida pela
exposicao a organofosforados e carbamatos, uma vez que esses compostos bloqueiam sua fun-
¢do, resultando em acumulo de acetilcolina e consequentes disfungdes neuromusculares (S
Cott; Baughman; Middaugh, 2001). No entanto, os resultados deste estudo indicam um com-
portamento distinto, levantando a necessidade de formular hipoteses para explicar essa varia-
¢ao. Uma possivel explicagdo ¢ a exposicdo predominante a outros contaminantes que, em vez
de inibir, estimularam a atividade da enzima. Além disso, fatores ambientais presentes em am-
bientes naturais, como variagdes de temperatura e composi¢ao quimica da agua, podem ter in-
fluenciado a resposta bioquimica dos peixes, modificando a agdo dos pesticidas sobre a acetil-
colinesterase, estas condi¢cdes de variagdo e multiplos fatores que incidem na relacdo peixe-

agrotoxico por exemplo nao sdo encontradas geralmente em condi¢des de laboratorio onde nor-
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malmente sdo feitos os estudos para verificar a influéncia do agrotéxico neste marcador (Mo-
raes et al., 2017)). Outra hipotese considera que algumas espécies possam ter desenvolvido
mecanismos adaptativos para compensar a presenga de agrotoxicos, aumentando a sintese da
enzima como forma de mitigar seus efeitos neurotoxicos (Yildirim; Benli; Selvi, 2006). Esse
pode ter sido por exemplo o caso observado em B. iheringii que apresentou um aumento de
acetilcolinesterase na presenca de dois tipos de agrotoxicos (superior a 0 e 1) e depois uma
reducdo significativa na presenca de quatro tipos de agrotdxicos.

Comparando esses achados com estudos anteriores em peixes de 4gua doce, observa-se
que a resposta da acetilcolinesterase pode variar de acordo com a intensidade e a duracao da
exposicao aos contaminantes. Em um estudo sobre os efeitos do piretrdide lambda-cialotrina,
Vieira et al. (2018) ndo observaram nenhuma mudanga significativa na atividade da acetilcoli-
nesterase no cérebro do peixe Prochilodus lineatus expostos a diferentes concentragdes deste
inseticida (Vieira ef al., 2018). Enquanto algumas pesquisas relatam inibi¢do enzimatica signi-
ficativa em ambientes com altas concentragdes de pesticidas, outras apontam variagdes enzi-
maticas relacionadas a adaptagao fisiologica dos organismos ao longo do tempo (Matoso et al.,
2022). Essas discrepancias reforcam a necessidade de investigagdes adicionais para compreen-
der os mecanismos que regulam a atividade da acetilcolinesterase em diferentes condigdes am-
bientais e niveis de contaminacao. Dessa forma, os biomarcadores bioquimicos avaliados neste
estudo ndo apenas refletem o impacto da poluigdo quimica nos organismos aquaticos, mas tam-
bém destacam a complexidade das interagdes entre fatores ambientais e respostas fisiologicas,
sendo essenciais para uma avaliacdo mais abrangente dos efeitos dos agrotéxicos nos ecossis-

temas aquaticos (Lushchak, 2022).

5.2  RELACAO ENTRE O FATOR DE CONDICAO E A CONTAMINACAO
AMBIENTAL

O fator de condi¢do ¢ um importante indicador do estado de satide dos peixes, refletindo
seu equilibrio metabolico e nutricional em resposta as condi¢des ambientais. Neste estudo, os
baixos valores observados sugerem um comprometimento energético significativo, possivel-
mente associado a exposicao continua a agrotoxicos. Essa reducao pode indicar que os peixes
enfrentam dificuldades para manter suas reservas energéticas, comprometendo seu crescimento
e desenvolvimento (Cla Sen et al., 2018). A exposigdo a contaminantes quimicos pode impactar
diretamente a assimilagdo e o aproveitamento dos nutrientes, interferindo em fungdes metabo-

licas essenciais. [sso ocorre porque a presenca de substancias toxicas no ambiente aquatico pode
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gerar um aumento no gasto energético dos organismos para neutralizar os efeitos desses com-
postos, resultando na redistribuicao dos recursos disponiveis para a manutencao das fungdes
vitais em detrimento de processos como crescimento e reproducao (Santos; Martinez, 2014).

Além do impacto direto no metabolismo, a relagdo entre a contaminacao ambiental e a
redugdo do fator de condi¢ao também pode estar associada a disponibilidade e qualidade do
alimento. Agrotoxicos podem afetar a cadeia alimentar ao comprometer a abundancia de orga-
nismos que compdem a dieta dos peixes, tornando a alimenta¢do inadequada e dificultando a
manuten¢do do peso corporal (Santos; Martinez, 2014). Também, a toxicidade dos pesticidas
pode levar a alteragdes comportamentais nos organismos aquaticos, reduzindo sua eficiéncia
alimentar e influenciando sua capacidade de capturar presas ou explorar o habitat de forma
eficiente (Samara et al., 2024).

A distribuicao espacial da contaminagdo ambiental revela um padrao diretamente rela-
cionado aos indices do fator de condicao. Regides com maior concentracao de agrotoxicos apre-
sentaram os piores valores, reforcando a hipdtese de que a poluicdo quimica afeta diretamente
a condi¢do corporal dos peixes (Clasen et al., 2018). Essa relagdo sugere que a exposi¢do con-
tinua a pesticidas pode ndo apenas comprometer a fisiologia dos organismos individualmente,
mas também gerar impactos em nivel populacional, resultando em desequilibrios ecologicos.
Além disso, a degradacdo da qualidade da 4gua nessas areas pode comprometer ainda mais a
capacidade dos organismos de compensar os efeitos da contaminacao, tornando-os mais vulne-
raveis a doencas e predadores.

Ao analisar a relag@o entre os resultados obtidos e estudos conduzidos em outras bacias
hidrograficas impactadas por atividades agricolas, observa-se que padrdes semelhantes sdo fre-
quentemente relatados (Santos; Martinez, 2014; Lima; Oliveira; Vieira, 2017). A presenca de
agrotoxicos em ambientes aquaticos esta diretamente associada a alteracdes no fator de condi-
¢do dos peixes, confirmando que a exposi¢ao prolongada a esses compostos pode comprometer
significativamente sua saude e desempenho fisiologico. Esse impacto reforca a necessidade de
monitoramento continuo da qualidade da agua e de estratégias para minimizar a contaminagao
desses ambientes, garantindo a preservacao da biodiversidade aquatica e a sustentabilidade dos

ecossistemas afetados.
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5.3 CONSEQUENCIAS ECOLOGICAS E ESTRATEGIAS DE MITIGACAO

Os padrdes regionais de contaminagdo identificados nas sub-bacias dos rios Comandai
e Piratinim destacam os impactos significativos das atividades agricolas intensivas nos ecossis-
temas aquaticos. As analises das amostras de d4gua mostraram que os locais proximos a areas
agricolas apresentaram concentragdes mais elevadas de agrotdxicos, como atrazina, malationa
e azoxistrobina, evidenciando a influéncia direta do uso indiscriminado desses compostos na
qualidade ambiental. Esses agrotoxicos incluem substancias como atrazina, simazina ¢ malati-
ona, amplamente utilizados na agricultura local, que impactam diretamente os ecossistemas
aquaticos (Silva, 2015).

A atrazina, um herbicida amplamente empregado no cultivo de milho e cana-de-agtcar,
foi detectada em concentragdes que variaram de 0,036 pg/L a 0,205 pg/L em diferentes pontos
de coleta, como os riachos Pessegueiro e Luiza. Este composto ¢ conhecido por sua persisténcia
no ambiente e sua capacidade de infiltragdo em corpos d'dgua através do escoamento superficial
e lixiviagdo, devido a sua solubilidade em agua (Dias et al., 2018). A atrazina est4 associada a
efeitos disruptores enddcrinos em organismos aquaticos, comprometendo processos reproduti-
vos e de desenvolvimento (Santos et al., 2007).

Outro herbicida detectado foi a simazina, estruturalmente semelhante a atrazina, com
concentracoes de até 0,104 ug/L no riacho Pessegueiro. A simazina também apresenta alta es-
tabilidade no ambiente e efeitos toxicos em organismos aquaticos, sendo frequentemente utili-
zada no controle de ervas daninhas. Estudos indicam que mesmo em concentragdes subletais, a
simazina pode induzir alteracdes comportamentais e bioquimicas em peixes (Américo-Pi-
nheiro; Mercado, 2022).

Entre os inseticidas, destacou-se a presenca do malationa, detectado em concentragdes
de até 0,276 pg/L no riacho Chuni Intermediario. O malationa ¢ um organofosforado ampla-
mente utilizado no controle de pragas agricolas, com alta toxicidade para organismos aquaticos,
devido a sua acdo inibidora da acetilcolinesterase (Knapik, 2018). A presenga do malationa em
niveis significativos ¢ preocupante, pois indica contaminacdo direta e continua de corpos
d’agua, especialmente em regides de intensa atividade agricola.

As concentracdes detectadas desses agrotoxicos foram comparadas aos limites recomen-
dados por legislacdes ambientais, como os estabelecidos pelo Conselho Nacional do Meio Am-
biente (CONAMA) e pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Para a atrazina,
o limite maximo permitido para dgua potavel ¢ de 2,0 pg/L, enquanto para a simazina ¢ de 1,0

ng/L, conforme a legislagdo brasileira. Embora as concentra¢des detectadas no presente estudo
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estejam abaixo desses valores, € importante ressaltar que a exposi¢ao cronica a niveis subletais
pode ter impactos significativos nos organismos aquaticos, devido a bioacumulagdo e a combi-
nacdo de efeitos de multiplos contaminantes (Silva, 2023; Carmo et al., 2013).

No caso da malationa, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estabelece o limite de
0,1 pg/L para agua potavel, o que demonstra que as concentragdes encontradas em alguns pon-
tos do estudo excedem os niveis considerados seguros, indicando risco elevado para a biota
aquatica e potencial contaminagdo de aguas utilizadas para consumo humano.

A contaminagdo por agrotdxicos em ambientes aquaticos representa um grave risco a
biodiversidade, podendo alterar significativamente a composic¢ao e a estrutura das comunidades
biologicas. A exposicdo cronica a esses contaminantes afeta a diversidade de espécies, redu-
zindo a abundancia de organismos mais sensiveis e favorecendo a proliferagcdo de espécies mais
tolerantes (Shin; Kim; Kang, 2023). Esse desequilibrio pode comprometer a estabilidade eco-
logica, resultando na diminuicdo da resiliéncia do ecossistema frente a outros impactos ambi-
entais. Além disso, a contaminagdo quimica pode levar a fragmentacao de habitats, dificultando
a migragdo e reproducgdo de diversas espécies de peixes, o que pode agravar ainda mais o decli-
nio populacional de determinadas espécies (Lopes, 2023).

Os efeitos dos agrotoxicos ndo se limitam as espécies diretamente expostas, mas tam-
bém impactam toda a cadeia alimentar aquatica. Alteragdes fisiologicas nos peixes, como difi-
culdades reprodutivas e metabdlicas, podem comprometer sua disponibilidade como presa para
predadores naturais, afetando o equilibrio tréfico do ecossistema. Além disso, a bioacumulagao
de pesticidas nos organismos pode gerar um efeito cascata, atingindo niveis superiores da cadeia
alimentar por meio do fenomeno da biomagnificagdo. Esse processo pode resultar em toxici-
dade cronica para organismos que ocupam posic¢oes troéficas mais elevadas, incluindo aves pis-
civoras e mamiferos aquaticos, comprometendo toda a dinamica ecoldgica do ambiente (Mar-
tinez, 2019). Além disso, a degradacdo dos servigos ecossistémicos oferecidos pelos rios e la-
gos, como a manutencdo da qualidade da dgua e a regulacdo bioldgica da fauna aquatica, pode
ter impactos diretos sobre populagdes humanas que dependem desses recursos para subsisténcia
e atividades econdmicas, como a pesca e o turismo (Belchior ef al., 2014).

Diante desses impactos, ¢ essencial a adogdo de estratégias eficazes para mitigar os efei-
tos dos agrotoxicos nos ecossistemas aquaticos. O controle do uso desses compostos, por meio
da regulamentacao mais rigorosa e da promogao de praticas agricolas sustentaveis, ¢ uma das
medidas mais importantes para reduzir a contaminagao dos ambientes aquaticos. A substitui¢ao
de pesticidas altamente toxicos por alternativas menos prejudiciais € o incentivo ao manejo

integrado de pragas podem contribuir significativamente para minimizar os impactos sobre a
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fauna aquatica (Belchior et al., 2014). Além disso, a restauracao de matas ciliares desempenha
um papel fundamental na contencao da dispersao de poluentes, funcionando como uma barreira
natural que reduz o escoamento superficial de agroquimicos para os cursos d’agua (Garcia-
Galan et al., 2020).

O monitoramento continuo da qualidade da agua e dos organismos aquaticos ¢ outra
estratégia essencial para avaliar os efeitos da polui¢do ao longo do tempo e possibilitar a im-
plementacao de politicas publicas baseadas em evidéncias cientificas. A realizacdo de estudos
de longo prazo pode fornecer informacgdes mais detalhadas sobre a evolugdo dos impactos am-
bientais, permitindo a ado¢ao de medidas preventivas e corretivas mais eficazes. Além disso, o
envolvimento da comunidade cientifica, de 6rgaos reguladores e da sociedade civil ¢ funda-
mental para garantir a preservacdo dos recursos hidricos e a sustentabilidade dos ecossistemas
aquaticos. Dessa forma, a integracdo entre agdes de conservagdo, regulagdo ambiental e cons-
cientizag¢do da populacdo pode contribuir para a mitigagdo dos impactos dos agrotoxicos e para

a prote¢ao da biodiversidade em ambientes aquaticos.
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6 CONCLUSAO

Este estudo evidenciou a presenca significativa de agrotoxicos nos riachos das bacias
hidrograficas dos rios Piratinim e Comandai, localizados no sul do Brasil, destacando os
impactos da intensa atividade agricola na regido no bem estar dos peixes. Uma andlise dos
biomarcadores em peixes das espécies Bryconamericus iheringii ¢ Mimagoniates inequalis
mostrou alteracdes bioquimicas e fisiologicas relevantes, como redugdo do peso, aumento da
peroxidagdo lipidica e a variagdo na atividade da acetilcolinesterase, causando a ocorréncia de
estresse oxidativo e efeitos neurotdxicos.

Os resultados mostraram que as maiores concentracdes de agrotoxicos foram registradas
em areas de intensa atividade agricola, confirmando a relagdo entre o uso de defensivos
agricolas e os danos ambientais. Embora algumas concentra¢des estejam dentro dos limites
permitidos pelas legislacdes ambientais, os efeitos da exposicdo a agrotdxicos foram
observados, especialmente nas condigdes fisioldgicas dos peixes, refletidas pelo baixo fator de
condi¢do em varios pontos.

Por fim, este trabalho destaca a relevancia dos biomarcadores como ferramentas
essenciais de avaliacdo ecotoxicoldgica e destaca a necessidade urgente de estratégias de
manejo sustentdvel no uso de agrotdxicos. A implementacdo de praticas agricolas mais
responsaveis, aliada ao fortalecimento da legislagdo ambiental e ao monitoramento constante
da qualidade da 4gua, ¢ fundamental para reduzir os impactos negativos nos ecossistemas

aquaticos e garantir a preservagao da biodiversidade.
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ANEXO C — COLETA DAS AMOSTRAS DE PEIXES E ANALISES NO
LABORATORIO




