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RESUMO  

Estudos têm alertado para o fato de que o acúmulo de resíduos lançados pelo homem no meio 

ambiente vem comprometendo a saúde dos ecossistemas aquáticos. O uso dos parasitos e 

biomarcadores de peixes podem contribuir para o monitoramento dos efeitos da poluição 

aquática, pois atuam como sinalizadores dos efeitos causados pelos contaminantes químicos. O 

objetivo deste trabalho foi avaliar o impacto ambiental, a sanidade e a ocorrência de parasitos 

em Hoplias malabaricus do lago do Coqueiro da Baixada Maranhense. Foram coletados 30 

exemplares de H. malabaricus, 15 exemplares em março de 2019, correspondendo ao período 

chuvoso, e 15 exemplares em outubro de 2019, correspondendo ao período de estiagem. Os 

parâmetros abióticos da água (temperatura, pH, condutividade e oxigênio dissolvido) foram 

obtidos in loco, e as análises microbiológicas (contagens de coliformes totais de e Escherichia 

coli) foram realizadas no Laboratório de Alimentos e Àgua da Universidade Estadual do 

Maranhão. Todo procedimento de biomarcadores genotóxico e histológico e de investigação da 

fauna parasitária foi realizado em laboratórios da Universidade Estadual do Maranhão e da 

Universidade Federal de Santa Catarina. Os valores dos parâmetros abióticos mostraram-se em 

desacordo com a legislação vigente. Alta concentração de bactéria de contaminação fecal 

(Escherichia coli) foi registrada. Micronúcleos, lesões nucleares de eritrócitos, lesões 

branquiais e hepáticas foram registradas em ambos os períodos, porém com maior frequência 

no período chuvoso, indicando que a espécie H. malabaricus está respondendo aos impactos 

ambientais no ambiente, afetando funções orgânicas. Valores diferentes dos índices de alteração 

histológica indicaram maior sensibilidade das brânquias em relação ao fígado. Foram 

encontrados Argulos carteri, Dolops discoidalis, Urocleidoides spp., Contracaecun sp. e 

Trypanossoma sp., parasitando diferentes órgãos. Maior ocorrência de parasitos foi observada 

no período de estiagem, estando relacionada com a migração dos peixes para regiões mais 

cheias em busca de alimento, causando estresse no animal e afetando a imunidade, favorecendo 

o parasitismo. A espécie H. malabaricus mostra-se como um bom bioindicador de mudanças 

ambientais, apresentando respostas biológicas relacionadas à exposição a xenobióticos. 

 

Palavras-chave: Contaminação. Histopatologia. Micronúcleo. Parasitismo. Poluentes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT  

Studies have alerted to the fact that the accumulation of waste released by man in the 

environment has been compromising the health of aquatic ecosystems. The use of parasites and 

fish biomarkers can contribute to the monitoring of the effects of water pollution, as they act as 

signals of the effects caused by chemical contaminants. The objective of this work was to 

evaluate the environmental impact, the health and the occurrence of parasites in Hoplias 

malabaricus from the Coqueiro da Baixada Maranhense lake. Thirty specimens of H. 

malabaricus were collected, 15 specimens in March 2019, consisting of the rainy season and 

15 specimens in October 2019, consisting of the dry season. The abiotic parameters, 

temperature, pH, conductivity and dissolved oxygen were measured in loco and the 

microbiological parameters included counts of total coliforms and Escherichia coli. The 

microbiological analysis of the water was carried out in the food and water laboratory at the 

State University of Maranhão. All genotoxic, histological and parasitic fauna investigation 

procedures were carried out in laboratories at the State University of Maranhão and the Federal 

University of Santa Catarina. The values of the abiotic parameters are in disagreement with the 

current legislation. High concentration of fecal contamination bacteria (Escherichia coli) has 

been recorded. Micronuclei, nuclear lesions, branchial and hepatic lesions were recorded in 

both periods, but more frequently in the rainy season, indicating that the species H. malabaricus 

is responding to environmental impacts on the environment, affecting its physiological system. 

Different values of the histological alteration indices indicated greater sensitivity of the gills in 

relation to the liver. Argulos carteri, Dolops discoidalis, Urocleidoides spp., Contracaecun sp. 

and Trypanossoma sp., parasitizing different organs. A higher occurrence of parasites was 

observed in the dry season, being related to the migration of fish to more crowded regions in 

search of food, causing stress in the animal and affecting immunity, favoring parasitism. The 

H. malabaricus species is shown to be a good bioindicator of environmental changes, presenting 

biological responses related to exposure to xenobiotics. 

Keywords: Contamination. Histopathology. Micronucleus. Parasitism. Pollutants. 
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1 INTRODUÇÃO   

As bacias hidrográficas brasileiras caracterizam-se por uma imensa rede de pequenos 

cursos de água, com diferentes características fisiográficas, o que propicia a ocorrência de uma 

elevada diversidade de organismos (NOGUEIRA et al., 2010). Entretanto, grande parte desses 

ecossistemas encontra-se extremamente ameaçados pela crescente poluição decorrente da 

atividade humana (MIRANDA, 2012), e a contínua contaminação desses ecossistemas de água 

doce pelo lançamento de poluentes urbanos, industriais e agrícolas, tornou-se tema de grande 

preocupação nas últimas décadas (AYADI et al., 2015; JORDAO et al., 2002).   

Araújo et al. (2001) e Jha (2004), consideram os ambientes aquáticos como sendo os 

mais atingidos pela poluição decorrente do crescimento populacional. Podemos associar esta 

poluição aos dejetos liberados no ambiente, resultando em efeitos negativos, como extinção de 

algumas espécies menos resistentes, comprometimento na qualidade da água e surgimento de 

doenças (BATISTA-NETO et al., 2008). Os impactos ambientais nos ecossistemas aquáticos 

têm diferentes origens e formas, o lançamento de compostos químicos nas águas resulta em 

modificações no curso e composição físico-química natural dos rios, na cobertura vegetal, nas 

margens, na cor da água e na biota existente (CALLISTO; GONÇALVES; MORENO, 2005). 

A maioria dos contaminantes químicos presentes em águas subterrâneas e superficiais 

está relacionado às fontes industriais, agrícolas e domésticas. A diversidade é grande, com 

ênfase para os agrotóxicos, compostos orgânicos voláteis e metais; muitos destes oferecem 

riscos para o equilíbrio da fauna e da flora aquática, e principalmente, perigo à saúde humana 

no uso público da água, considerando a estreita relação entre a qualidade de água e as inúmeras 

enfermidades que acometem as populações (HU; KIM, 1994; LIBÂNIO et al., 2005). 

Uma parte desses compostos não é seletivo e geralmente são tóxicos para diversos 

organismos, incluindo o homem e demais animais do ambiente em que se encontram (HAGAR; 

FAHMY, 2002). Dessa forma, é necessário o biomonitoramento dos ambientes aquáticos. O 

termo biomonitoramento refere-se ao uso sistemático das respostas de organismos vivos, seja 

ele como um todo ou, através de um determinado tecido, para avaliar mudanças ocorridas no 

ambiente, geralmente causadas por ações antrópicas (MATTHEWS et al., 1982).  

Avaliar a qualidade ambiental por meio de biomonitoramento tem o diferencial de se 

obter análise preditiva de contaminantes que provocam efeitos biológicos negativos, mesmo 

quando a concentração desses contaminantes no ambiente não é detectável pelos métodos 

instrumentais analíticos (CHIESSE, 2010). Nesses estudos de biomonitoramento são utilizados 

organismos que possam indicar sinais precoces de degradação ambiental causada por 
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contaminantes, sendo classificados como bioindicadores (ADAMS, 2002; SANTOS, 2013). A 

análise da espécie bioindicadora pode ser feita através de um grupo de respostas biológicas, 

denominadas biomarcadores, e esses podem determinar o grau de impacto na saúde da biota, 

bem como identificar os possíveis estressores responsáveis por esses efeitos (BAINY, 1993; 

OOST et al., 2003; FUENTES-RIOS et al., 2005). 

No monitoramento aquático, os peixes são considerados bons bioindicadores para 

avaliar a toxicidade ambiental, pois participam de diferentes níveis tróficos da cadeia alimentar, 

apresentam ampla distribuição geográfica e estão presentes em vários ambientes, desta forma 

são classificados como ótimos modelos biológicos de estudo (JESUS; CARVALHO 2008). 

Espécies de peixes respondem a variações de habitat em adaptações em nível celular, 

histológico, bioquímico, fisiológico e comportamental (SARAIVA et al., 2015), onde essas 

respostas são consideradas biomarcadores (JAVED et al., 2016).  

As alterações histológicas em órgãos de peixes são reconhecidas como biomarcadores 

de efeito por estarem expostos a estressores que estão presentes no seu habitat, sendo 

consideradas cada vez mais como uma ferramenta valiosa para a avaliação do campo de 

poluentes ambientais (TEH et al., 1997). Tais alterações avaliam a sanidade dos peixes expostos 

a contaminantes, tanto no laboratório (WESTER; CANTON, 1991; THOPHON et al., 2003) 

quanto em estudos de campo (HINTON et al., 1992; SCHWAIGER et al., 1997; TEH et al., 

1997). 

O uso de parasitos de peixes como bioindicadores de impactos ambientais em 

ecossistemas aquáticos tem recebido considerável atenção (POULIN, 1992; LAFFERTY, 1997; 

SURES, 2004; MARCOGLIESE ET AL. 2010; VIDAL-MARTÍNEZ ET AL., 2010; KHAN, 

2011). Muitos desses estudos têm demonstrado uma estreita relação entre o parasitismo e as 

condições ecológicas em que os hospedeiros estão expostos, demonstrando como os parasitos 

podem responder as mudanças ambientais, ampliando dessa forma o conhecimento sobre a 

função e integridade dos ecossistemas (HUDSON et al., 2006; LAFFERTY et al., 2008).   

O uso dos parasitos e biomarcadores de peixes podem contribuir para o monitoramento 

dos efeitos da poluição aquática, pois atuam como sinalizadores dos efeitos causados pelos 

contaminantes químicos, antecipando assim possíveis danos irreversíveis nas populações e 

comunidades biológicas (GALLOWAY et al., 2004; SURES, 2008). Neste aspecto, o 

monitoramento biológico é eficaz na identificação de mecanismos e efeitos em níveis de 

organização biológica, principalmente, quando associados ao monitoramento simultâneo da 
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sensibilidade ao estresse, à integração das respostas às concentrações de poluentes e à avaliação 

dos efeitos sinérgicos e antagônicos dos mesmos (ADAMS, 1990). 

Devido a Área de Proteção Ambiental da Baixada Maranhense ainda não ter um plano 

de manejo, o que dificulta ainda mais a conservação das espécies estuarinas e dulcícolas 

(CARVALHO NETA et al., 2015; CANTANHEDE et al., 2016), tem sido comprovado em 

estudos um desiquilíbrio ambiental dos recursos aquáticos, provavelmente, devido a atividades 

antropogênicas. Desta forma, mediante a relevância ecológica e social da região, a pesquisa 

com biomarcadores de contaminação ambiental em peixes pode contribuir para subsídios de 

gestão ambiental, minimizando a degradação nos recursos hídricos. Além disso, a região 

apresenta importância internacional, pois está incluída na lista de zonas úmidas mundiais e de 

relevância internacional para a sustentabilidade ambiental e social, esta lista foi realizada pela 

Convenção Ramsar, no ano de 1971.  

2 OBJETIVOS  

2.1 Objetivo Geral  

• Avaliar o impacto ambiental, a sanidade e a ocorrência de parasitos em Hoplias 

malabaricus por meio de biomarcadores de efeito, capturados do lago do Coqueiro no 

Município São João Batista da Baixada Maranhense, Maranhão. 

2.2 Objetivos Específicos 

• Analisar as características físico-químicas e microbiológica da água; 

• Identificar e quantificar as alterações histológicas em brânquias e fígados dos 

espécimes; 

• Verificar a frequência de micronúcleo e anormalidades nucleares nos eritrócitos 

písceos; 

• Investigar a fauna parasitária nos espécimes de Hoplias malabaricus. 
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3         FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA   

3.1 Área de Proteção Ambiental (APA) da Baixada Maranhense  

 A Área de Proteção Ambiental da Baixada Maranhense foi originada pelo Decreto 

Estadual nº 11.900, de 11 de junho de 1991, justificada por ser uma região importante que 

acomoda “uma complexa interface de ecossistemas ou incluindo manguezais, babaçuais, 

campos abertos e inundáveis, uma série de bacias lacustres em sistema de “rosário”, um 

conjunto estuarino e lagunar e matas ciliares – todos abrigando rica e complexa fauna e flora 

aquática e terrestre, com destaque à ictiofauna, à avifauna migratória e permanente e às 

variedades de espécies da flora local e regional considerados alguns daqueles ecossistemas 

como Reservas Biológicas” (MARANHÃO, 1991).  

 Esta é uma Unidade de Conservação de Uso Sustentável, definida segundo o Sistema 

Nacional de Unidades de Conservação (SNUC) como sendo “uma área em geral extensa, com 

certo grau de ocupação humana, dotada de atributos abióticos, bióticos, estéticos ou culturais, 

especialmente importantes para a qualidade de vida e o bem-estar das populações humanas, e 

tem como objetivos básicos proteger a diversidade biológica, disciplinar o processo de 

ocupação e assegurar a sustentabilidade dos recursos naturais” (BRASIL, 2000).  

A Baixada Maranhense está localizada na mesorregião norte do estado do Maranhão, 

com características transicionais da Amazônia e do Nordeste brasileiro, com influência de 

ambientes fluviais, costeiros e marinhos (SILVA; MOURA, 2004). A região é composta por 

um significativo contingente populacional de 563.895 habitantes que se distribuem nos 21 

municípios maranhenses da baixada: Anajatuba, Conceição do Lago-Açu, Presidente Sarney, 

Arari, Cajari, Pedro do Rosário, Matinha, Monção, São João Batista, Olinda Nova do 

Maranhão, Palmeirândia, Igarapé do Meio, Penalva, Bela Vista do Maranhão, Perimirim, 

Pinheiro, São Vicente Ferrer, Santa Helena, São Bento, Viana e Vitória do Mearim (IBGE, 

2015). 

Ambientalmente, a Baixada é constituída por um complexo conjunto ecológico de rios, 

campos, estuários, agroecossistemas, manguezais, babaçuais, e um dos maiores conjuntos de 

bacias hidrográficas do nordeste brasileiro, composta pelos rios Mearim, Pindaré, Grajaú, 

Pericumã, Turiaçu e outros menores, que acolhe uma flora e fauna silvestre bastante 

representativa (NOGUEIRA, 2003). A microrregião também possui um regime hidrológico 

peculiar, com precipitação anual variando em torno de 2000 mm. O nível d’água no ambiente 

lacustre atinge o pico máximo no período de março a meados de maio, e a cota mínima de 
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outubro a dezembro. O período de enchente começa em fevereiro e continua até o final de maio, 

decrescendo até o final de julho. Durante a vazante, a água flui dos lagos para o rio, secando 

quase por completo entre outubro e novembro. Os períodos de cheia e seca podem variar 

conforme a pluviosidade na região (SILVA; MOURA, 2004; VIEGAS, 2011). Essa dinâmica 

ocasiona o transbordamento de rios e lagos copiosos que alagam os campos e transforma-os em 

amplos lagos de pouca profundidade (COSTA NETO, 1990).  

A população da Baixada ainda apresenta características socioeconômicas rurais, apesar 

de que uma porção dos habitantes já vive nos núcleos urbanos municipais, e essa condição 

relaciona-se mais com o modo de vida das pessoas, do que propriamente com o local de 

habitação, uma vez que, mesmo vivendo nas cidades, os moradores ainda praticam atividades 

como a pesca, a agricultura e a pecuária, em modos de subsistência ou de pequena 

comercialização (ARAÚJO; PINHEIRO, 2008; FUNO; PINHEIRO; MONTELES, 2010; 

LAFONTAINE, 2011 ). 

3.2 Contaminação dos ambientes aquáticos 

Estudos têm alertado, nas últimas décadas, para o fato de que o acúmulo de resíduos 

lançados pelo homem no meio ambiente vem comprometendo gravemente a saúde dos 

ecossistemas aquáticos (NRIAGU, 1990; MOZETO; PATELLA, 1997; MOZETO et al., 2003; 

MORTATTI et al., 2010; RIVA et al., 2017).  

Os corpos aquáticos contaminados, muitas vezes, são os mesmos usados para o 

abastecimento urbano (SANTANA, 2013). Em diversas regiões brasileiras, o abastecimento de 

água para consumo doméstico ou industrial vem sendo seriamente comprometido, pois a 

maioria dos mananciais límnicos, lacustres ou fluviais apresenta-se eutrofizados e contendo 

substâncias tóxicas que são prejudiciais à biota e à saúde humana (NASCIMENTO, 2003; 

CETESB, 2009). O nível de contaminação das águas constitui fator limitante às condições e a 

qualidade de vida dos seres vivos que habitam os ecossistemas aquáticos e também aos seres 

humanos que usam a água e seus recursos pesqueiros (BRITO; LUZ, 2015).  

Os ecossistemas aquáticos têm sido alterados de maneira significativa devido aos 

diversos impactos ambientais resultantes de atividades humanas. Os impactos ambientais 

incluem: construção de barragens, mineração, retificação e desvio do curso natural de rios, 

lançamentos de efluentes domésticos e industriais não tratados e uso inadequado do solo em 

regiões ripárias e planícies de inundação; exploração de recursos pesqueiros e introdução de 

espécies exóticas (CALLISTO; GOULART; MORETTI, 2000; GOULART; CALLISTO, 
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2003; BEGUM, 2004; BRITO; LUZ 2015; RODRIGUES et al., 2016), afetando a 

disponibilidade de água e consequentemente a biodiversidade natural aquática (MASSARO, 

2006).  

Existem diversos tipos de poluentes que afetam o ambiente aquático e cujos efeitos são 

preocupantes, sendo que o conhecimento e a compreensão detalhada dos reais efeitos destes 

diferentes tipos de efluentes nos corpos d’água são essenciais para o controle da poluição 

(MARTINEZ; CÓLUS, 2002).  

3.3 Município de São João Batista e Lago do Coqueiro 

São João Batista é um município da Mesorregião Norte Maranhense e da Microrregião 

da Baixada Maranhense, com altitude de 29 metros, com relevo de planície e clima tropical de 

monção, definindo bem o período chuvoso e o período de estiagem. Está localizado a 280 km 

da Capital São Luís, abrange uma, com uma população de 19.966 habitantes, com densidade 

populacional de 28,91 habitantes por Km2 (IBGE, 2010). O munícipio apresenta as seguintes 

coordenadas geográficas: longitude 02° 57’ 27” Sul e latitude 044° 47’ 56” Oeste (AB’SABER, 

1960).   

O lago do Coqueiro (Figura 1) integra o complexo de lagos presentes na Baixada 

Maranhense cujas características são bastante similares e sua principal importância econômica 

está na pesca que é praticada durante o período chuvoso não só no lago, mas em toda área 

inundada. No período de estiagem a atividade pesqueira é mais intensa, por ser um período 

impróprio para a agricultura rudimentar praticada na região (CAMPOS NETO, 2008). 

 

Figura 1. Lago do Coqueiro em São João Batista em períodos sazonais diferentes. A- Período 

chuvoso com a presença de búfalos criados de forma extensiva, B- Período de estiagem.  

 

   Fonte: Próprio autor, 2019. 
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3.4 Biomonitoramento de ambientes aquáticos  

A legislação do Conselho Nacional do Meio Ambiente – CONAMA 430 do ano de 2011 

é responsável por regulamentar as condições e padrões de lançamento de efluentes, proibindo 

concentrações nocivas para todas as formas de vida considerando a classificação dos corpos 

d’água, mantendo a qualidade ambiental e um meio ambiente ecologicamente equilibrado. 

Entretanto, nem sempre os valores descritos são seguros aos organismos. Ainda a resolução 

CONAMA 357 de 2005 classifica os corpos de água em função de usos desejáveis, dentre eles 

a proteção de vida aquática, considerando-se concentrações máximas de diferentes classes de 

poluentes permissíveis em tais ambientes, de modo a assegurar o uso pretendido.  

Os seres humanos utilizam os recursos aquáticos em diferentes atividades como 

alimentação, lazer, geração de energia, abastecimento de água dentre outras (SPERLING, 1993; 

RAZZOLINI; GUNTHER, 2008; GIATTI; CUTOLO, 2012; MANNARINO et al., 2013). 

Porém, o uso demasiado destes recursos pelo homem resulta num grande desequilíbrio 

ambiental, podendo minimizar a sobrevivência de muitas espécies, da flora e fauna (DE 

OLIVEIRA, 1958; MORAES; JORDÃO, 2002; CANTANHEDE et al., 2014).  

Dessa forma, o monitoramento convencional a partir da avaliação de parâmetros físicos 

e químicos não é suficiente para inferir sobre a saúde de ecossistemas aquáticos (KARR, 1998). 

Segundo Metcalfe (1989), as medidas físicas e químicas da água registram o momento em que 

foram coletadas, como uma fotografia do rio, necessitando assim de um grande número de 

análises para a realização de um monitoramento temporal eficiente. Além disso, se forem feitas 

longe da fonte poluente, as medições químicas não serão capazes de detectar perturbações sutis 

sobre o ecossistema (PRATT; COLER, 1976). 

Métodos biológicos têm substituído ou complementado estas medidas na avaliação das 

condições de um rio (KARR, 1991; WRIGHT, 1995; RESH et al., 1995). Os organismos 

integram as condições ambientais durante toda a sua vida, permitindo que a avaliação biológica 

seja utilizada com bastante eficiência na detecção tanto de ondas tóxicas intermitentes agudas 

quanto de lançamentos crônicos contínuos (PAUW; VANHOOREN, 1983).  

Para a caracterização e o monitoramento de áreas ambientais, devem ser levados em 

consideração a complexidade do ambiente como um fator de suma importância, não podendo 

separar os processos físicos, químicos e biológicos uma vez que, estes são integrados e 

interconectados no ambiente. É o conjunto dessas informações que contribui para a manutenção 

da saúde e preservação dos ecossistemas (BRUSSEAU et al., 2004).  
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O biomonitoramento ou monitoramento ambiental é definido como uma análise repetida 

e temporal de determinados parâmetros biológicos, químicos e físicos de uma área utilizando-

se de parâmetros específicos, comparáveis e padronizados (STRIEDER et al., 2006; KIRBY et 

al., 2014; WANG et al., 2016; MACHADO; BAPTISTA, 2016). 

Para Oost; Beyer; Vermeulen (2003) o monitoramento ambiental é composto por cinco 

métodos de diagnóstico dos efeitos de poluentes no ambiente: 1) Monitoramento químico - é 

caracterizado pela análise de poluentes nos compartimentos ambientais; 2) Monitoramento da 

bioacumulação - é explicado pela análise da acumulação destes na biota regional; 3) 

Monitoramento de ecossistemas - é caracterizado pela análise das espécies presentes naquele 

ambiente; 4) Monitoramento da saúde - são os danos causados à saúde daquele animal; 5) 

Monitoramento dos efeitos biológicos - caracteriza-se pelos efeitos que podem ser reversíveis 

ou irreversíveis nos organismos.  

Nesse contexto, a definição de biomonitoramento, refere-se ao uso sistemático das 

respostas de organismos vivos para avaliar as mudanças ocorridas no ambiente, geralmente 

causadas por ações antropogênicas (MATTHEWS et al., 1982). Essas respostas de organismos 

vivos são conhecidas como biomarcadores. 

3.5 Biomarcadores e peixes como bioindicadores  

Os biomarcadores podem ser utilizados em monitoramentos ambientais para indicar a 

presença de determinado composto químico, sua relação de exposição com uma determinada 

espécie ou uma população, além de quantificar o risco de poluição, quando houver dados de 

referências acerca da concentração do poluente (ALBA-TERCEDOR, 1996; WHITFIELD, 

2001). A importância dos biomarcadores enquanto parâmetro biológico se diferencia dos dados 

abióticos, uma vez que eles refletem diretamente os efeitos na saúde dos organismos, e não 

somente nas características ambientais, assim, podem fornecer uma melhor estimativa dos 

riscos ecológicos (BARBOUR et al., 1999).  

Biomarcadores são alterações biológicas presentes em nível molecular, celular, 

fisiológico ou comportamental como consequência das mudanças ambientais com relação 

direta ou indireta à exposição ou a efeitos tóxicos de compostos químicos (SOUZA et al., 2013). 

Os biomarcadores devem apresentar o máximo de especificidade, assim como refletir um único 

efeito, ser facilmente determinado, além de apresentar estreita relação dose-efeito (OOST et al., 

2003). 
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O uso dos marcadores biológicos apresenta várias vantagens, uma vez que, permite 

detectar prematuramente a existência de contaminação por substâncias tóxicas biodisponíveis; 

identificar espécies ou populações que apresentam risco de contaminação; avaliar o grau da 

contaminação e determinar o grau de severidade dos efeitos causados pelos contaminantes 

(STGEMAN et al., 1992). O uso de biomarcadores no monitoramento de ambientes aquáticos 

é justificado por expressar informações sobre efeitos biológicos de poluentes em vez de uma 

mera análise ou quantificação do estado em que o ambiente se apresenta (OOST et al., 2003).  

O uso de bioindicadores nos ambientes aquáticos é amplamente usado em análises 

ambientais (BOLOGNESIE; HAYASHI, 2011). Dentre os vários organismos utilizados para o 

biomonitoramento ambiental, os peixes mostram-se como excelentes modelos experimentais 

para estudos de biomonitoramento aquático (RAMISDORF, 2007).   

Conforme Arias et al. (2007), bioindicadores são organismos ou comunidades que 

respondem à poluição ambiental, apresentando alterações nas suas funções vitais ou 

acumulando toxinas. Esse fato permite que esses organismos ou comunidades forneçam 

informações necessárias para a análise de risco ecológico e estudos de impacto ambiental. 

Atuam como fatores bióticos no reconhecimento das condições de determinado ecossistema por 

conseguirem realizar a detecção precoce dos efeitos reais que possam estar ocorrendo aos seres 

vivos em virtude da exposição aos poluentes ambientais. 

Organismos que ocupam o topo da cadeia alimentar são normalmente utilizados como 

bioindicadores, pois possuem uma intrínseca relação com toda a cadeia inferior, demostrando 

respostas de efeitos crônicos, persistentes e acumulativos no nível de cadeia, além de efeitos 

diretos no organismo do indivíduo (LINS et al., 2010).  

Os peixes são geralmente escolhidos como bioindicadores por serem organismos 

pertencentes ao topo da cadeia alimentar (JAVED, USMANI, 2019), sendo comumente 

utilizados por possuírem intrínseca relação com toda a cadeia inferior, indicando respostas de 

efeitos crônicos (SOUSA et al., 2016), acumulativos e persistentes no nível de cadeia, além de 

efeitos diretos no nível do indivíduo (LINS et al., 2010). Os peixes apresentam vantagem como 

sentinelas porque respondem aos agentes xenobióticos de forma similar aos vertebrados e 

podem ser usados para avaliar a presença de substâncias que são prejudiciais aos seres humanos 

(BRITO; LUZ, 2015). 

A utilização desses organismos como bioindicadores da qualidade ambiental tem 

mostrado bons resultados na avaliação dos efeitos de contaminantes químicos em diferentes 

ambientes aquáticos (GRISOLIA, 2005). Somando-se a isso, esses animais apresentam grande 
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importância na cadeia alimentar, além de fazerem parte da alimentação humana 

(BOLOGNESU; HAYASHI, 2011).  

Desta forma, os biomarcadores em bioindicadores ambientais são metodologias 

utilizadas para gerenciamento de uma área, seja ela aquática ou terrestre (VAMPRÉ; 

FUCCILLO; ANDRÉA, 2010; PINHEIRO-SOUSA, 2015). Devido a sua ecologia e hábito 

alimentar, a espécie Hoplias malabaricus tem sido utilizada em trabalhos como bioindicadores 

ambientais. 

3.5.1 Hoplias malabaricus 

Hoplias malabaricus (BLOCH, 1794), é uma espécie encontrada na maioria das bacias 

de rios das Américas Central e do Sul, da Costa Rica até a Argentina, estando bem adaptada a 

ambientes lênticos (ZARÁTE et al., 1989; PRADO et al., 2006). É um peixe de hábitos diurnos 

e crepusculares, vive em águas paradas e suporta baixos níveis de oxigênio dissolvido 

(DRIEDZIC et al., 1978).  

A ecologia dessa espécie é descrita como sendo um organismo planctófago no período 

larval, insetívoro na fase juvenil e piscívoro quando adulto, indicando um peixe predador de 

topo de cadeia, podendo mostrar consequências constantes bioacumulativas transportadas 

através da cadeia trófica (AZEVEDO; GOMES, 1942; MESCHIATTI & ARCIFA, 2002; 

MIRANDA, 2006).   

Hoplias malabaricus, popularmente conhecida como traíra é considerada uma espécie 

biomonitora, apresentando características que favorecem o seu uso em trabalhos de 

biomarcadores de contaminação ambiental, como a importância na pesca regional e tradicional 

brasileira, tanto com a finalidade de subsistência, quanto comercial (NOVAES; CARVALHO, 

2011). É uma espécie bem adaptada aos ambientes aquáticos lênticos como lagos e lagoas 

(BIALETZKI et al., 2008). Apresenta uma ampla distribuição geográfica, é uma espécie 

residente em ambientes dulcícolas da América do Sul (ARAUJO-LIMA; BITTENCOURT, 

2001), tendo disponibilidade durante todo o ano compreendendo os períodos sazonais e por ser 

predadora carnívora podendo bioacumular xenobióticos (BATISTA et al., 2016; JESUS et al., 

2016; CORRÊA et al., 2016; COIMBRA et al., 2018). 

Estes organismos mostram-se muito resistentes nos ambientes em que estão inseridos, 

podendo suportar períodos de seca e frio intensos e pouco oxigenados, essa resistência à hipóxia 

pode ser explicada pela grande influência desses animais nos seus sistemas cardíaco e 

respiratório, ou seja, a traíra apresenta auto controle sobre o metabolismo dos órgãos destes 
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sistemas, adaptando-se facilmente às alterações ambientais (PETRY et al., 2007; LINS et al., 

2010) bem como aos hábitats muito contaminados (COSTA et al., 2007). 

É uma espécie com grande potencial para a comercialização, por apresentar 

características rústicas e pouca exigência de manejo, sendo encontrada em abundância nos rios, 

barragens, lagos e lagoas, com uma carne de alto valor proteico e de boa aceitação pelo mercado 

consumidor (SANTOS et al., 2001). 

3.6 Biomarcador genotóxico 

Entre os principais biomarcadores, aqueles que são baseados na resposta em relação aos 

níveis molecular e celular trazem respostas sobre os primeiros sinais de estresse no ambiente e 

são conhecidos como biomarcadores genotóxicos (NIGRO et al.,2006).  

O uso de biomarcadores genotóxicos tem sido proposto como uma metodologia aplicada 

para avaliações da qualidade ambiental e hídrica, consistindo em uma boa ferramenta de alerta 

para os efeitos biológicos medidos no ambiente permitindo avaliar o efeito dos poluentes no 

meio, bem como alterações de seu potencial tóxico ou genotóxico após interação com o 

ambiente (CAJARAVILLE et al., 2000; JESUS; CARVALHO, 2008; CANTANHEDE et al., 

2016). 

Monserrat et al. (2003) ressaltaram que uma das principais características do uso dos 

biomarcadores de baixa organização biológica (biomarcadores genotóxicos) é que sua 

avaliação funciona precocemente, antecipando mudanças de maior relevância ecológica, no que 

se refere a população, comunidade ou ecossistema. Antes da morte ou de maiores alterações 

fisiológicas e/ou morfológicas, os organismos podem responder ao estresse, sendo estas 

possíveis de serem observadas através das alterações moleculares e celulares. 

 Os danos genotóxicos podem ser detectados por técnicas como o teste de micronúcleo. 

Essa técnica tem sido utilizada, em vários estudos para avaliar o impacto dos poluentes no 

ambiente a diferentes compostos químicos, com grande sucesso. Alguns autores têm sugerido 

a utilização de biomarcadores genotóxicos devido à capacidade de detectar diferentes efeitos 

adversos ao material genético (BUSCHINI et al., 2004; RUSSO et al., 2004; VANZELLA et 

al., 2007). Esses ensaios têm demonstrado sensibilidade em diferentes espécies, sendo possível 

à detecção de danos em indivíduos expostos a baixas concentrações de contaminantes e com a 

vantagem de não exigir um conhecimento detalhado sobre a identidade e as propriedades físico-

químicas dos contaminantes (FRENZILLI et al., 2009). 
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3.6.1 Teste do micronúcleo 

O Teste de Micronúcleo é um dos métodos preferenciais para avaliar o dano genético e 

alterações cromossômicas estruturais nos organismos, pois através dele é possível detectar 

danos provenientes tanto de agentes clastogênicos, responsáveis por quebras cromossômicas, 

como de agentes aneugênicos que induzem aneuploidia ou segregação cromossômica anormal 

(THOMAS et al., 2009; ANSARI et al., 2011; ARSLAN; PARLAK, 2015;  ; GONZÁLES et 

al.. 2017). O teste do micronúcleo é considerado simples, sensível e apresenta um resultado 

rápido dos efeitos xenobióticos em uma determinada área (POLLO et al., 2015; CARRAFA et 

al., 2013).  

A origem desses micronúcleos ocorre durante a divisão mitótica, onde fragmentos ou 

cromossomos inteiros aparecem desassociados do núcleo principal (ANGELIERI et al., 2014; 

SARPAL et al., 2016). Esta formação pode surgir quando alguma substância induz a ruptura 

cromossômica ou quando agentes afetam o aparelho do fuso mitótico (BELIEN et al., 1995, 

MAJER et al., 2001; SARPAL et al., 2016). 

Os micronúcleos são massas de cromatina citoplasmática com a aparência de pequenos 

núcleos que emergem de fragmentos cromossômicos ou são cromossomos inteiros deixados 

para trás na anáfase, durante a divisão celular. Sua presença na célula é um reflexo de aberração 

cromossômica estrutural ou numérica durante a mitose (FENECH et al., 1999).  

Além dos micronúcleos outras alterações nucleares também podem ser identificadas 

seguindo a técnica de identificação do micronúcleo. Carrasco et al. (1990), descreveram as 

alterações morfológicas encontradas em núcleos de eritrócitos de peixes da seguinte forma: a) 

Entalhado: núcleos com uma pequena evaginação da membrana nuclear parecendo conter 

eucromatina ou heterocromatina; b) Lobulado: núcleos com evaginações mais largas. Sua 

estrutura não é tão definida como a anterior; c) Segmentado: núcleos com corte bem definido 

em sua forma, geralmente com uma profundidade apreciável no núcleo; d) Binucleado: dois 

núcleos em uma única célula.  

Assim o teste do micronúcleo tornou-se um importante biomarcador de poluição, e, 

desse modo, tem sido uma ferramenta para a previsão do potencial de efeitos em longo prazo 

de xenobióticos em espécies selvagens (GONZÁLEZ et al. 2017). Além disso, é um teste de 

custo relativamente baixo e de rápida execução (SCHAUMBURG et al., 2012; BORGES et al., 

2019).   
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3.7 Biomarcador histológico 

Os biomarcadores morfológicos se apresentam como uma importante ferramenta de 

avaliação da exposição e dos efeitos de diferentes poluentes, tais como metais pesados, 

compostos organometálicos e xenobióticos orgânicos, que podem ser aferidos através de 

diferentes abordagens (ROSS et al., 2002).  

A histologia de órgãos é uma maneira morfológica eficaz de diagnosticar lesões de 

efeitos diversos causados por determinado poluente presente no meio (FIGUEIREDO-

FERNANDES et al., 2007; HINTON et al., 2018). Dessa forma, a observação dessas lesões 

pode ser indício que o ambiente está contaminado. Vale destacar que, somente as análises 

histológicas não determinam o contaminante, nem qual é o local de despejo e nem se a fonte é 

pontual ou difusa: Logo é necessário a utilização de outros métodos científicos para averiguação 

de tal objetivo (LINS et al., 2010). Todavia os biomarcadores histológicos são considerados 

excelentes ferramentas de monitoramento da saúde do ecossistema aquático e têm sido 

utilizados em vários programas de monitoramento ambiental (WALKER et al., 1996).  As 

lesões em brânquias e fígado são as mais utilizados em estudos com biomarcadores 

morfológicos.  

3.7.1 Brânquias  

As brânquias apresentam características fundamentais que propiciam o seu uso em 

respostas biológicas, pois apresenta grande superfície de contato com o ambiente externo, por 

causa das lamelas, bem como estão em contato direto e permanente com o ambiente aquático; 

além disso, sendo um órgão de vital importância para peixes, as brânquias são responsáveis por 

trocas gasosas, processo de osmorregulação, equilíbrio ácido básico, transporte e excreção de 

compostos nitrogenados e ainda função sensorial de degustação (GARCIA, 1995; LINS et al., 

2010; NOGUEIRA et al., 2011).  

O epitélio branquial é altamente sensível às variações ambientais do meio aquático, 

atendendo a uma necessidade funcional pela modificação quantitativa e constitutiva de suas 

células (NOGA, 1996). As brânquias constituem um órgão alvo para o estudo das ações dos 

poluentes no meio aquático, pois estão em permanente contato com a água e possuem uma 

superfície de contato relativamente grande (ARELLANO et al., 1999). 
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3.7.2 Fígado  

 O fígado dos peixes é um dos órgãos responsável por diversas funções metabólicas, 

entre elas o processamento de compostos orgânicos e inorgânico. Este órgão é sensível para 

mostrar alterações bioquímicas, fisiológicas e estruturais (HEATH, 1987; HINTON; COUCH, 

1998). Alguns parâmetros hepáticos, tais como alterações histológicas e depleção de 

glicogênio, têm sido utilizados para avaliação dos impactos de poluentes ambientais (HINTON 

et al., 1992) em programas de biomonitoramento (SCHWAIGER et al., 1997, CASTRO et al., 

2014; OLIVEIRA et al., 2016). 

O fígado tem a função primordial de biotransformar os metais presentes no organismo 

dos animais, bem como reduzi-los a pequenas moléculas, afim de os eliminar para o meio 

(BERVOETS et al., 2013; ARANTES et al., 2016). Esta glândula digestiva é composta pelos 

hepatócitos que são as células responsáveis pelo metabolismo dos xenobióticos, fibras para a 

sustentação, vasos sanguíneos, ductos biliares, tecido pancreático, entre outros componentes 

(HIBIYA, 1982). 

3.8 Parasitismo  

Os parasitos têm sido reconhecidos como importantes componentes da biodiversidade 

global, devido aos importantes papéis desempenhados por esses organismos em ecossistemas 

naturais, e também pelo fato de que entre 30 e 50% das espécies de animais conhecidas em 

qualquer lugar podem ser classificadas como parasitos (POULIN; MORAND, 2004). 

Os parasitos são indicativos de muitos aspectos biológicos de seus hospedeiros, 

incluindo a dieta, a migração, o recrutamento e a filogenia, podendo também ser bons 

indicadores diretos do estado de qualidade ambiental (WILLIAMS et al., 1992; SURES et al., 

1994; MARCOGLIESE; CONE, 1997). 

  Neste contexto, os parasitos podem manifestar as mudanças ambientais mais 

rapidamente do que os seus hospedeiros, uma vez que o aumento ou decréscimo na taxa de 

parasitismo pode ser resultado de ações antrópicas, que podem estar beneficiando ou não o 

desenvolvimento de alguma fase do ciclo de vida de determinado parasito (SILVA-SOUZA et 

al., 2006). 

A biodiversidade de parasitos pode ser muito importante, uma vez que o parasitismo 

também desempenha um papel chave nos ecossistemas, regulando a abundância ou densidade 

das populações de hospedeiros, estabilizando as teias alimentares e estruturando as 
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comunidades animais (POULIN; MORAND, 2004). Assim, um bom conhecimento da 

diversidade parasitária, e se ela está ou não em declínio, torna-se crucial para a gestão e 

conservação ambiental (POULIN, 2004).    

As pesquisas ictioparasitológicas mundiais enfatizam o uso dos parasitos de peixes 

como indicadores biológicos, analisando a ecologia dos parasitos, incluindo estudos de 

dinâmica populacional e estrutura das comunidades parasitárias, estudo do parasitismo como 

fator limitante em atividades de cultivo marinho e o estudo da biologia e a determinação de 

estágios larvais de helmintos com potencial zoonótico (LUQUE, 2004). 

O conhecimento sobre os parasitos de peixes é essencial para a aquisição de produtos 

(pescado) de boa qualidade, pois podem infectar todos os órgãos dos peixes. As lesões causadas 

por parasitos podem ocasionar desorganização estrutural do órgão parasitado, hiperplasia do 

epitélio, hipertrofia celular, necrose e inflamação. Estas anormalidades são resultado de 

inúmeros fatores como, por exemplo, duração da exposição, intensidade da infecção, grau de 

regeneração, sendo que tais complicações podem levar ao comprometimento da integridade do 

animal (CAMPOS et al., 2011).  

4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Área de amostragem 

O Lago do Coqueiro está localizado no município de São João Batista, Maranhão 

(Figura 1). Abrange uma área de aproximadamente 52, 49 km2, tendo uma grande importância 

para a comunidade que está ao entorno que tira sua renda por meio da pesca extrativista. Nesse 

ambiente lacustre foi estabelecido 3 pontos de amostragem (Figura 2). 
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Figura 2. Lago do Coqueiro, município de São João Batista, Baixada Maranhense, 

Maranhão, Brasil. 

 

4.2 Licença Ambiental e Autorizações 

A pesquisa foi autorizada pelo Instituto Chico Mendes de Conservação da 

Biodiversidade (ICMBio/SISBIO) (Número 69518-1), e da Secretaria de Estado do Meio 

Ambiente e Recursos Naturais (SEMA) (Número 46/2019) em que foram aprovadas coletas de 

água e peixes. 

4.3 Avaliação dos parâmetros abióticos da água  

 

Os parâmetros físico-químicos como temperatura (ºC), potencial hidrogeniônico (pH), 

oxigênio dissolvido (OD) em mg/L, condutividade em µS/cm foram aferidos in situ utilizando 

o aparelho multiparâmetro AK88. 

4.4 Avaliação microbiológica da água  

As amostras de água para análises microbiológicas foram coletadas em frascos de vidro 

esterilizados (500mL) na coluna superficial da água, acondicionadas em caixa de material 

isotérmico contendo cubos de gelo e transportadas antes do prazo de 24 horas para o 
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Laboratório de Alimentos e Água do Curso de Medicina Veterinária da Universidade Estadual 

do Maranhão.  

As avaliações microbiológicas consistiram em contagens de coliformes totais (número 

mais provável – NMP /100 ml) e Escherichia coli (NMP / 100 ml), utilizando kit Colilert® 

IDEXX (técnica de substrato cromogênio) segundo Apha (2005) e Silva et al. (2000). No 

laboratório de Microbiologia de Alimentos e Água da UEMA, as amostras de água foram 

colocadas em frascos de vidro onde foi adicionado o reagente Colilert, a solução diluída foi 

distribuída uniformemente em cúpulas sendo incubadas a 35ºC na estufa durante 24 horas. A 

leitura foi feita com auxílio de uma lâmpada ultravioleta (115 volts, 6hz, 20 AMPS). O teste 

era positivo para coliformes totais se a cúpula mantivesse a coloração amarela e para E. coli se 

apresentasse coloração azul e os testes eram negativos com ausência de coloração. 

4.5 Amostragem do material biológico  

As duas coletas foram realizadas em períodos sazonais diferentes, a primeira coleta foi 

no mês de maio de 2019, correspondendo ao período chuvoso e a segunda coleta no mês de 

outubro de 2019, correspondendo ao período de estiagem.   

Foram coletados o total de trinta (30) indivíduos de Hoplias malabaricus (Pisces, 

Erythrinidae) (Figura 3) popularmente conhecida no Brasil como traíra, sendo 15 exemplares 

por coleta. 

 

Figura 3. Exemplar de Hoplias malabaricus coletado no Lago do Coqueiro,  

São João Batista, Maranhão. 

 

    Fonte: Próprio autor, 2019. 
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4.6 Normas de conduta para uso de animais na pesquisa e coleta dos peixes  

Todos os espécimes coletados de Hoplias malabaricus foram acondicionados em uma caixa 

isotérmica imersos em gelo e água gelada para serem eutanasiados.   

O choque térmico por congelamento é um dos métodos de abate de peixe mais habitual 

(ASHLEY, 2007), que consiste em submergir os peixes em água gelada, a uma temperatura em 

torno de 5° a 1°C, até a morte. A hipotermia causa insensibilização nos animais, sendo aplicado em 

estudos que avaliam tanto questões de bem-estar dos peixes, como sua relação com a qualidade do 

produto final não interferindo na condição natural de seus sistemas e tecidos, até facilitando e 

contribuindo para a conservação dos órgãos dos peixes (LAMBOOIJ et al., 2002). Além disso, o 

poder anestésico com o choque térmico em baixa temperatura faz os peixes sofrerem menos estresse 

e tornarem-se menos sensíveis à dor (ASHLEY, 2007). 

Todos os procedimentos foram realizados procurando seguir os princípios éticos 

estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA, 

http://www.cobea.org.br) e do Comitê de Ética em Experimentação Animal (CEEA) da 

Universidade Estadual do Maranhão (Protocolo n° 022/2019).  

4.7 Teste do Micronúcleo e Lesões nucleares 

A confecção das lâminas sanguíneas foi realizada em campo baseada na técnica descrita 

por Ranzani- Paiva et al. (2013). O sangue foi coletado dos espécimes de Hoplias malabaricus, 

aproximadamente 1mL, coletados por punção branquial com auxílio de seringas de calibre 6 

mm x 0,25 mm, sem anticoagulante, e as lâminas confeccionadas por meio da técnica do 

esfregaço sanguíneo.  

Uma gota de sangue foi colocada na extremidade de uma lâmina de vidro e outra lâmina 

foi colocada com os cantos recortados em frente à gotícula de sangue, formando um ângulo de 

45°, deixando que a gota se difundisse uniformemente na superfície de contato das duas lâminas 

por capilaridade (Figura 4A). Com a lâmina que estava apoiada a outra, fez-se um movimento 

rápido, carregando a gota de sangue, que se estendia em uma camada delgada e uniforme sobre 

a lâmina inferior (Figura 4B), sendo assim, preparado o esfregaço sanguíneo (Figura 4C). Para 

cada peixe foram preparados dois esfregaços, sendo considerados 3.000 eritrócitos por lâmina, 

em um total de 6.000 eritrócitos por peixe. 
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Figura 4. Preparação de esfregaço sanguíneo logo após a coleta de sangue. 

 

 

 Os esfregaços sanguíneos secaram em temperatura ambiente por 24 horas e foram 

submetidos à coloração com o corante Rosenfeld modificado, que é uma combinação de 

corantes eosina azul de metileno May-Grünwald, Giemsa e Wrigth e metanol absoluto. 

(RANZANI- PAIVA et al., 2013). Os esfregaços foram submersos no Corante Rosenfeld 

modificado por 6 minutos, posteriormente colocados em água destilada por 4 minutos, secas 

em temperatura ambiente e prontas para as análises sob microscopia de luz. Nas análises em 

microscópio de luz utilizou-se a objetiva de aumento de 1.000 x, com a utilização de óleo de 

imersão para a identificação de micronúcleos e lesões nucleares por um único observador. Os 

esfregaços também foram utilizados para identificação e contagem de parasitos. Os critérios 

para a identificação de micronúcleos seguiram os padrões de Fenech et al. (2003) e Cavas et al. 

(2005): (a) o micronúcleo precisa ser menor que um terço dos núcleos principais, (b) 

micronúcleos são claramente separados dos núcleos principais e (c) micronúcleos precisam 

estar no mesmo plano de foco e ter a mesma cor. A identificação das lesões nucleares seguiu 

os padrões de Carrasco et al. (1990).     

4.8 Biometria de Hoplias malabaricus 

 De todos os exemplares coletados de H. malabaricus foram obtidas as medidas do 

comprimento total (Lt) e padrão (Lp), e peso do animal, com balança digital de sensibilidade 

mínima de 10 g e máxima de 10000 g. 

 

 

Fonte: Adaptado de VLab, 2014. 



35 
 

4.9 Processamento histológico 

 Amostras de brânquias (segundo arco branquial direito) e fígado foram retiradas com o 

auxílio de pinça e tesoura de cada espécime para fixação em formalina a 10% por 24 horas, de 

forma a impedir o processo de autólise das células e tecidos. A clivagem das amostras 

biológicas dos órgãos foi realizada posteriormente, em que se reduziram as dimensões, em 3 a 

5 mm de espessura, para facilitar a penetração do fixador formalina e a difusão dos reagentes 

que foram usados nas demais etapas do processamento histológico (CAPUTO et al., 2010). 

Posteriormente a clivagem, as amostras permaneceram em formalina a 10% por mais 24 horas. 

 Em Laboratório procederam as etapas de descalcificação, desidratação, diafanização, 

inclusão em parafina e microtomia. Somente as amostras de brânquias foram descalcificadas 

em ácido nítrico a 10%, após a fixação, por aproximadamente seis horas, para remover os sais 

minerais presentes nos arcos branquiais. Posteriormente, as amostras de brânquia, fígado e rim 

foram desidratadas em banhos de alcoóis (70%, 80%, 90%, 95%, 100%), por aproximadamente 

7 horas, para remoção da água dos tecidos, pois as substâncias previamente utilizadas para 

inclusão em parafina não se combinam homogeneamente com água. Depois de desidratadas, as 

amostras seguiram para a etapa de diafanização ou clarificação em xilol, por cerca de 2 horas, 

para remover completamente o álcool, de modo que a parafina possa penetrar completamente 

no interior dos tecidos (CAPUTO et al., 2010). 

Após a diafanização, as amostras biológicas foram submersas em parafina líquida, 

mantida em temperatura entre 55ºC a 60ºC, por aproximadamente 3 horas, para infiltração da 

parafina nos tecidos. Em seguida, construíram-se blocos de parafina com o material biológico 

de brânquia e fígado incluídos. Os blocos resfriaram em temperatura ambiente e foram levados 

a microtomia em micrótomo, na espessura de 5 μm, em que se realizaram cortes histológicos.  

 Os cortes foram corados por Hematoxilina e Eosina (HE) no Laboratório de Organismos 

Aquáticos da UEMA, com etapas que envolveram banhos de xilol, álcool, água corrente, 

Hematoxilina e Eosina, segundo Lopes (2016).  

4.9.1 Avaliações histopatológicas 

 As alterações branquiais (Quadro 1) e hepáticas (Quadro 2) foram identificadas segundo 

adaptado de Poleksic e Mitrovic – Tutundzic (1994), que classifica as alterações em três 

estágios progressivos de severidade:   
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Quadro 1. Classificação das alterações histológicas branquiais quanto ao tipo e os estágios em 

que se inserem por Poleksic e Mitrovic - Tuntundzic (1994). 

Alterações histológicas branquiais Estágio 

Congestão dos vasos sanguíneos 

Levantamento do epitélio respiratório 

Desorganização das lamelas 

Hiperplasia do epitélio lamelar 

Fusão incompleta de várias lamelas 

Fusão completa de várias lamelas 

Dilatação do seio sanguíneo 

Hipertrofia do epitélio respiratório 

I 

Hemorragia e ruptura do epitélio lamelar 

Hiperplasia e hipertrofia das células de muco 

Hiperplasia e hipertrofia das células de cloro 

Fusão completa de todas as lamelas 

Espessamento descontrolado do tecido proliferativo 

Rompimento de células pilares 

II 

Aneurisma lamelar 

Telangiectasia lamelar 

Necrose e degeneração celular 

III 

 

 

Quadro 2. Classificação das alterações histológicas hepáticas quanto ao tipo e os estágios em 

que se inserem por Poleksic e Mitrovic - Tuntundzic (1994). 

Alterações histológicas hepáticas Estágio 

Núcleo na periferia da célula  

Deformação do contorno celular  

Hipertrofia celular  

Hipertrofia nuclear  

Atrofia celular  

Atrofia nuclear  

Centro de melanomacrófagos 

Vacuolização 

I 

Vacuolização nuclear  

Degeneração citoplasmática  

Hiperemia  

II 

Rompimento celular  

Estagnação biliar  

Degeneração nuclear  

 



37 
 

Necrose  III 

4.9.2 Índice de Alteração Histológica (IAH) 

As alterações histológicas branquiais e hepáticas foram avaliadas 

semiquantitativamente pelo cálculo do Índice de Alteração Histológica (IAH), adaptado de 

Poleksic e Mitrovic – Tutundzic (1994), baseado na severidade de cada lesão. As alterações 

foram classificadas em fases progressivas de danos nos tecidos: alterações de estágio I, que não 

comprometem o funcionamento do órgão; de estágio II, mais severas e que prejudicam o 

funcionamento normal do órgão; e de estágio III, muito severas e irreversíveis.  

Para cada peixe foi calculado o valor do IAH através da fórmula: IAH= 1×∑ I + 10×∑ 

II + 100×∑ III, sendo que I, II e III correspondem respectivamente ao número de alterações de 

estágio I, II e III. O valor do IAH teve como referência o quadro de classificação da severidade 

das lesões por categoria de IAH (Quadro 3), segundo Poleksic e Mitrovic - Tuntundzic (1994). 

 

Quadro 3. Classificação da severidade das lesões por categoria de IAH, segundo Poleksic e 

Mitrovic - Tuntundzic (1994). 

Valores Categoria (Efeitos) 

0 – 10 Funcionamento normal do tecido 

11- 20 Alteração leve a moderada do tecido 

21 – 50 Alteração moderada a severa do tecido 

51 – 100 Alteração severa do tecido 

> 100 Alteração irreversível do tecido 

 

4.10 Exame parasitológico 

 O exame parasitológico seguiu a localização dos parasitos nos peixes, aplicando a 

metodologia de acordo com o tipo de parasito. Dessa forma, foram coletados os ectoparasitos 

(presentes no muco, superfície do corpo e nas brânquias dos peixes), endoparasitos (presentes 

dentro da cavidade gastrointestinal) e os hemoparasitos (parasitos no sangue periférico).  
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4.10.1 Ectoparasitos: muco, superfície do corpo e brânquias  

 Após observação macroscópica da superfície do corpo dos espécimes os ectoparasitos 

foram retirados e fixados em álcool a 70%. Identificaram-se de acordo com Mousavi et al. 

(2011), Rushton-Mellor (1994) e Soes et al. (2010).  

 Para a coleta dos ectoparasitos nas brânquias, os arcos branquiais inteiros foram 

armazenados em frascos e banhados com água quente a 55°C, depois os frascos foram 

completados com formol a 10% por 24 horas. Em seguida, o conteúdo de cada frasco foi 

colocado em uma placa de petri, para que as monogeneas fossem coletadas com auxílio da lupa. 

Após a coleta, os monogenéticos presentes foram quantificados e conservados em álcool 70% 

(JERÔNIMO et al. 2016). Os parasitos foram montados em lâminas com Hoyer (PUTZ; 

HOFFMAN, 1963; KRITSKY et al., 1995; EIRAS et al., 2000) corados para o estudo de suas 

estruturas e assim identificados segundo Dzika et al. (2009) e Sujan e Shameem (2015).  

Para identificação dos parasitos monogenéticos foi utilizado microscópio de contraste 

de interferência de fase (DIC) (Zeiss Axio Imager.A2), acoplado a um sistema computadorizado 

de análise de imagem. 

4.10.2 Endoparasitos 

 Os endoparasitos foram coletados das cavidades gastrointestinais dos peixes, onde 

dissecaram-se os músculos, fígado, superfície das vísceras, intestino e gordura. Foram 

colocados em solução salina a 0,65% e agitados para remoção de impurezas e restos de 

musculatura do peixe. Posteriormente fixaram-se em AFA (álcool - formalina - ácido acético) 

a 65°C e após 48 horas seguiram para conservação em álcool 70% (JERÔNIMO et al., 2012). 

Para identificação, endoparasitos nematódeos foram submetidos ao processo de desidratação 

em séries de álcool (70%, 80%, 90%) por aproximadamente 3 horas e over night em álcool 

absoluto, clarificação em creosoto por no mínimo 3 horas e montados entre lâminas e lamínulas, 

em preparação histológica semipermanente, para observação das estruturas internas e 

identificação. Os nematódeos foram identificados de acordo com Moravec (2001), Pardo et al. 

(2008), Colorado et al. (2015). 

4.10.3 Hemoparasitos 

 Os hemoparasitos foram observados em programa Leica Application Suite (LAS EZ) 

versão 3.3.0 (Copyright© 2016) a partir dos esfregaços sanguíneos em lâminas. Sua 
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identificação foi baseada em características morfológicas dos parasitos segundo Svobodova; 

Vykusova (1991) e Molina et al. (2016), como presença de ondulações na membrana ondulante, 

de estrias na superfície do corpo, de vacúolos citoplasmáticos, de cinetoplasto e de flagelo.  

4.10.4 Índices parasitológicos 

 Para determinar a ocorrência de ectoparasitos, endoparasitos e hemoparasitos nos 

peixes, os parasitos foram contados de acordo com Jerônimo et al. (2016) e calculados os 

índices parasitológicos de prevalência e intensidade média conforme recomendado por Bush et 

al. (1997): 

                         Taxa de prevalência =      N° de peixes infectados   x 100  

                                                                  N° de peixes analisados  

 

 

 Intensidade média =             Quantidade de um parasito   

                                                             N° de peixes infectados por aquele parasito 

 

4.11 Análises estatística 

 Os parâmetros abióticos e microbiológicos da água e as variáveis biométricas dos peixes 

foram submetidos aos Testes de Normalidade Shapiro-Wilk e Homogeneidade Levene 

(p≥0,05). Os dados não apresentaram distribuição normal e por isso foi aplicado Kruskal-

Wallis, considerando p≤0,05 para a comparação dos dados entre os períodos sazonais. Para 

verificar a ocorrência de relações das variáveis biométricas e os parasitismos foi realizado o 

teste de Correlação Linear de Pearson, considerado como significativo com p≤0,05, correlação 

de fraca<0,40, moderada> 0,40 a <0,69 e forte>0,70. Todas as análises estatísticas mencionadas 

foram realizadas no Statistica 7.1.30.0 (StatSoft, Inc. 2005). 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO     

Os resultados desta dissertação são apresentados em dois capítulos. Cada capítulo 

corresponde a um artigo que foi ou será submetido a um periódico da área.   
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O primeiro artigo trata sobre a fauna parasitária de Hoplias malabaricus, variáveis 

biométricas dos peixes e variáveis abióticas e microbiológicas da água do Lago do Coqueiro da 

Baixada Maranhense. Este artigo foi submetido ao periódico “Diversity” na área de 

Biodiversidade (2013-2016), avaliado como B1. Normas para submissão:  

https://www.mdpi.com/journal/diversity/instructions  

O segundo artigo aborda sobre o uso de biomarcadores histológicos e genotóxicos na 

espécie de peixe Hoplias malabaricus assim como análises de parâmetros abióticos e 

microbiológicos para o diagnóstico da qualidade ambiental do Lago do Coqueiro da área de 

proteção ambiental da Baixada Maranhense. Este artigo será submetido ao periódico “Bulletin 

of Environmental Contamination and Toxicology” na área de Biodiversidade (2013-2016), 

avaliado como B2. Normas para submissão: 

https://www.springer.com/journal/128/submissionguidelines#Instructions%20for%20Authors

_Text  
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5.1 CAPÍTULO I: Parasitic fauna and zoonotic risk in Hoplias malabaricus 

(Characiformes: Erythrinidae) from environmental protection area of international 

importance in the Brazilian Northeast1 

 

Janderson B. Gomes 1*, Natália J. Pereira 1, Manoel C. S. Silva 1, Elenice M. Brasil2, Elisabeth A. 

Bertaglia2, Lucas Cardoso2, Maurício L. Martins 2, Débora M. S. Santos 3 

 

1Postgraduate Program in Aquatic Resources and Fisheries, State University of Maranhão (UEMA), 

Av. Lourenço Vieira da Silva, nº 1000, Jardim São Cristóvão, 65055-310, São Luís, Maranhão, 

Brazil; jandersonbruzaca@hotmail.com  

2AQUOS- Aquatic Organisms Health Laboratory, Department of Aquaculture, Federal University of 

Santa Catarina (UFSC), Florianópolis, Santa Catarina , Brazil; mauricio.martins@ufsc.br 

3Department of Biology, Postgraduate Program in Aquatic Resources and Fisheries, State University 

of Maranhão (UEMA), São Luís, Maranhão, Brazil; debsan70@gmail.com 

*Correspondence: jandersonbruzaca@hotmail.com     

 

Abstract: Fish can be affected by a variety of disease-causing parasites, posing fish and 

consumer health at risk. The aim of this study was to investigate the parasitic fauna and the 

zoonotic risks associated with the species Hoplias malabaricus from an Environmental 

Protection Area of international importance in Northeast Brazil. Two samplings were carried 

out in 2019 in different seasonal periods. A total of 30 specimens of H. malabaricus were 

collected, measured, weighed, analyzed macroscopically and eviscerated for examination of the 

external, internal and cavities, with separation of the organs and verification with a microscope 

and magnifying glass. Correlations were made with the biometric data and the quantity of each 

parasite, as well as the parasitological descriptors prevalence and average parasitic intensity. 

All 30 fish were parasitized. 596 parasites were collected in the rainy season and 1732 in the 

dry season, distributed in 5 genera. Zoonotic Nematoda specimens were found associated with 

internal organs, with 100% prevalence, as they are parasites of interest to public health, 

potentially zoonotic. Little is known about the occurrence of these parasites at the study site, 

being an important contribution to public health. 

 

Keywords: Ectoparasites; Freshwater fish; Nematodes; Parasitism; Public health; Zoonosis 

 

1. Introduction 

Hoplias malabaricus BLOCH, 1794, popularly known as traíra, is a carnivorous species 

found in most of the river basins in Central and South America, from Costa Rica to Argentina, 

 
1 Este capítulo foi submetido ao periódico Diversity. Qualis B1 em Biodiversidade. 

mailto:mauricio.martins@ufsc.br
mailto:jandersonbruzaca@hotmail.com
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being well adapted to lentic environments [1,2]. It has diurnal and twilight habits, lives in 

standing water and supports low levels of dissolved oxygen [3]. 

The ecology of this species is described as a planktophagous organism in the larval 

period, insectivore in the juvenile phase and piscivore as an adult, indicating a predatory fish at 

the top of the chain, which may present parasite accumulation through the trophic chain [4,5,6]. 

Studies made by [7] showed that the species H. malabaricus is susceptible to infection by 

parasites due to its feeding habit. 

Parasite biodiversity can be important, since parasitism also plays a key role in 

ecosystems, regulating the abundance or density of host populations, stabilizing food webs and 

structuring animal communities [8]. Thus, knowledge of parasitic diversity, and whether or not 

it is in decline, becomes crucial for environmental management and conservation [9]. 

The use of fish parasites as bioindicators of environmental impacts in aquatic 

ecosystems has received considerable attention [10,11,12,13,14,15]. Many of these studies have 

demonstrated a close relationship between parasitism and the ecological conditions in which 

hosts are exposed, demonstrating how parasites can respond to environmental changes, thereby 

expanding knowledge about the function and integrity of ecosystems [16,17]. The quality of 

the fish is linked to several factors, such as contamination by heavy metals, deterioration by 

microorganisms, sensory changes and the presence of parasites [18].       

Fish can be affected by several disease-causing agents, both bacterial, viral, fungal and 

parasitic origin, which can endanger the human as zoonotic agent [19]. Although the majority 

of fish parasites are not pathogenic to humans, some species can cause serious illnesses due to 

the ingestion of parasitic fish, the best known being that originated by nematode larvae 

[20,21,22]. 

Knowledge about fish parasites is of importance, both from a productive and health 

point of view, as they can cause various pathologies to hosts in severe cases leading to death. 

As a result, they can reduce the fish metabolism making it a poor source of nutrients [23].  

Studies on parasites with zoonotic potential in native fish populations are of great 

importance for understanding the parasites transmission since they can serve as a basis for 

monitoring human food security [24]. To date, the Baixada Maranhense region has a significant 

diversity of fish species that are part of man's daily diet. 

In view of the lack of studies and information about the parasitic fauna in fish of the 

Baixada Maranhense, especially in the municipality of São João Batista, it is essential to 

develop research to determine the sanitary and public health importance of fish traded and 
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consumed in that region. In addition, the region has international importance, as it is included 

in the list of global wetlands and of international relevance for environmental and social 

sustainability, this list was made by the Ramsar Convention, in 1971. On this view, the present 

study aimed to investigate the parasitic fauna and zoonotic risk associated with the H. 

malabaricus from an Environmental Protection Area of international importance in Northeast 

Brazil, being the first study with this species carried out in the region, once they constitute the 

main source of income and consumption is artisanal fishing.  

2. Material and Methods  

2.1 Study area and collection   

The lake environment (Coqueiro Lake) (Figure 1) is located in the Northeast of Brazil 

in the western region of the State of Maranhão, being one of the eleven Ramsar sites of 

international importance. It covers an area of approximately 52.49 km2, having great 

importance for the surrounding community that earns its income from extractivist fishing.  

 

  Figure 1. Coqueiro Lake of Baixada Maranhense of the Brazilian Northeast. 

 

The two collections of biological material and water were carried out in different 

seasonal periods, the first collection was in the month of May 2019, corresponding to the rainy 
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period and the second collection in the month of October 2019, corresponding to the drought 

period. A total of thirty (30) individuals of H. malabaricus (Pisces, Erythrinidae) were 

collected, 15 specimens per collection. 

From all specimens collected of H. malabaricus, measurements of total length and 

standard were obtained, and animal weight, with a digital scale with a minimum sensitivity of 

10 g and a maximum of 10,000 g. 

The research was authorized by the Chico Mendes Institute for Biodiversity 

Conservation (ICMBio / SISBIO) (Number 69518-1), and by the State Secretariat for the 

Environment and Natural Resources (SEMA) (Number 46/2019) in which collections of water 

and fish were approved. All procedures were carried out seeking to follow the ethical principles 

established by the Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA, 

http://www.cobea.org.br) and the Animal Experimentation Ethics Committee (CEEA) of the 

State University of Maranhão (Protocol no 022/2019). 

2.2 Abiotic parameters and microbiological analysis of water   

The abiotic parameters of water such as temperature (ºC), hydrogen potential (pH), 

dissolved oxygen (mg L-1), conductivity (µS/cm) were measured in situ using the AK88 

multiparameter apparatus. The water samples for microbiological analysis were collected in 

sterilized glass bottles (500 mL) in the surface column of the water, packed in an isothermal 

material box containing ice cubes and transported before the deadline of 24 hours to the Food 

and Water Laboratory of the Course Veterinary Medicine at the State University of Maranhão. 

The microbiological evaluations consisted of counts of total coliforms (most likely 

number - NMP 100 mL-1) and Escherichia coli (NMP 100 mL-1), using the Colilert® IDEXX 

kit (chromogen substrate technique) according to [25] and [26]. In the Food and Water 

Microbiology laboratory at State University of Maranhão, the water samples were placed in 

glass flasks where Colilert reagent was added, the diluted solution was evenly distributed in 

domes and incubated at 35ºC in the oven for 24 hours. The reading was done with the aid of an 

ultraviolet lamp (115 volts, 6 Hz, 20 AMPS). The test was positive for total coliforms if the 

dome remained yellow and for E. coli if it was blue. The tests were negative with no staining. 

2.3 Parasitological analysis  

The parasitological examination followed the location of the parasites in the fish, 

applying the methodology according to the type of parasite. Thus, ectoparasites (present in the 
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mucus, body surface and in the gills of fish), endoparasites (present within the gastrointestinal 

cavity) and hemoparasites (parasites in peripheral blood) were collected. 

After macroscopic observation of the specimens' body surface, the ectoparasites were 

removed and fixed in 70% alcohol. Identified themselves according to [27,28,29]. 

For the collection of ectoparasites in the gills, the complete branchial arches were stored 

in flasks and bathed in hot water at 55°C, then the flasks were filled with 5% formaldehyde for 

24 hours and stored in 70% alcohol for later counting and identification according to [30]. The 

parasites were mounted between blade and coverslip with Hoyer [31,32,33] stained for the 

study of their structures, identified according to [34] and [35] and analyzed using a phase 

interference contrast microscope (DIC) (Zeiss Axio Imager A2), coupled to a computerized 

image analysis system. 

Endoparasites were collected from the gastrointestinal cavity of the fish, where the 

muscles, liver, viscera surface, intestine and fat were dissected. They were placed in 0.65% 

saline and agitated to remove impurities and remains of the fish's musculature. Subsequently, 

they were fixed in AFA (alcohol - formalin - acetic acid) at 65°C and after 48 hours they went 

for conservation in 70% alcohol [36]. For identification, nematode endoparasites were 

submitted to the dehydration process in series of alcohol (70%, 80%, 90%) for approximately 

3 hours over night in absolute alcohol, clarification in beech creosote for at least 3 hours and 

mounted between blade and coverslip  for observation of internal structures and identification 

according to [37,38,39]. 

Hemoparasites were observed in Leica Application Suite progran (LAS EZ) version 

3.3.0 (Copyright © 2016) from blood extensions on blades. Its identification was based on the 

morphological characteristics of the parasites according to [40,41], such as the presence of 

undulations in the undulating membrane, streaks on the body surface, cytoplasmic vacuoles, 

kinetoplast and flagellum. 

To determine the occurrence of ectoparasites, endoparasites and hemoparasites in fish, 

the parasites were counted according to [30] and calculated the parasitological indices of 

prevalence and average intensity as recommended by [42].  

 

2.4 Data analysis 

 The abiotic and microbiological parameters of the water and the biometric variables of 

the fish were submitted to the Shapiro-Wilk Normality and Levene Homogeneity Tests 

(p≥0.05). The data did not present a normal distribution and therefore Kruskal-Wallis was 
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applied, considering p≤0.05 for the comparison of data between seasonal periods. To verify the 

occurrence of relations between biometric variables and parasitism, Pearson's Linear 

Correlation test was performed, considered as significant with p≤0.05, correlation of 

weak≤0.40, moderate> 0.40 to <0.69 and strong> 0.70. All statistical analyzes mentioned were 

performed in Statistica 7.1.30.0 (StatSoft, Inc. 2005). 

3. Results 

 

3.1 Abiotic parameters and microbiological analysis of water   

 The values of the abiotic and microbiological variables recorded in Coqueiro Lake are 

shown in Table 1. Data were obtained from two collections carried out in the rainy and dry 

periods. The data were compared with values recommended by current legislation, the National 

Environment Council [43,44].    

 

Table 1. Abiotic parameters and microbiological data of water from the Coqueiro Lake 

and recommended values of [43,44]. 

Parameters  Rainy period Dry period Recommended 

values 

Dissolved oxygen (mg L-1) 4.6 b* 5.66 a ≥5 

Ph 6.17 a* 4.7 b* 6.5 a 8.5 

Temperature (°C) 29.5 a 27.7 b ≤ 40 

Conductivity (µS cm-1) 44.8 b 200 a - 

MPN of total coliforms 100 mL-1 water 14136 a 1354 b - 

MPN of Escherichia coli 100 mL-1 water 5475 a* 10 b ≤200 100 mL-1 
a b Different letters indicate significant difference between seasonal periods of sampling 

by Kruskal-Wallis test (p ≤ 0.05); MPN: most probable number; *values differ from 

Conama resolution [43,44].   

 

The parameters presented values that are in disagreement with the current legislation 

with statistical difference between the seasonal periods: pH, dissolved oxygen, conductivity, 

total coliforms and Escherichia coli. In all surface water samples collected, bacteria from the 

group of total and thermotolerant coliforms were present. The amount of total coliforms varied 

from 1,354 to 14,136 in the rainy season. The amount of E. coli in the rainy season was 5,475, 

this concentration was higher than in the dry season. This result is in disagreement with 

CONAMA resolutions No. 357 of 2005 and 430 of 2011, which establishes that in aquatic 

freshwater bodies, a limit of 200 thermotolerant coliforms per 100mL of samples should not be 
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exceeded. All abiotic and microbiological parameters of water showed significant difference 

between seasonal periods (Table 1).    

 

3.2 Biometry 

All biometric variables, total length (p = 0.001739), standard length (p = 0.000576) and 

weight (p = 0.003691) showed significant difference between seasonal periods. In the dry 

season the specimens of H. malabaricus had larger sizes and body weight (Table 2). 

Table 2. Biometric variables of Hoplias malabaricus collected in the Coqueiro Lake, 

Baixada Maranhense, Brazilian Northeast.  

Variables 
Rainy period 

(n = 15) 

Dry period 

(n = 15) 

Total length (cm) 26.69 ± 1.28 b 30.6 ± 3.77 a 

Standard length (cm) 21.92 ± 1.73 b 25.8 ± 3.23 a 

Weight (g) 197.06 ± 32.25 b 290.93 ± 102.38 a 
a b Different letters indicate significant difference between seasonal periods of 

sampling by Kruskal-Wallis test (p ≤ 0.05); n: number of examined fish. 

  

3.3 Parasitological analysis   

All parasites had higher prevalence in the dry season, ranging from 93.33% to 100%. 

The mean intensity showed higher numbers of parasites per specimen analyzed during the dry 

season. The prevalence and mean intensity of the parasites in the rainy season, although lower 

than the drought period, proved to be significant (Table 3). 

 

Table 3. Parasitological indices in Hoplias malabaricus from the Coqueiro Lake, Baixada 

Maranhense, Brazilian Northeast. 

Parasites Rainy period Drying period 

 IF P% MI TNP IF P% MI TNP 

Crustacea 

Argulus carteri 
 

13 

 

 

86.66    

2.30    

1.93±1.27b        

 

30 

 

15 

 

100 

4,33     

4.33±1.04a             

 

65 

Crustacea 

  Dolops discoidalis 

 

 

12 

 

80 

1,91     

1.53±1.06b          

 

23 

 

13 

 

93.33 

2,64    

2.46±1.12a              

 

37 

Monogenea      

Urocleidoides spp. 

 

 

15 

 

100 

15,33    

13.06±4.38b       

 

196 

 

15 

 

100 

22,46  

22.46±21.18a              

 

337 
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Nematoda 

Contracaecum sp. 

 

 

15 

 

100 

20,73    

20.73±22.66b     

 

311 

 

15 

 

100 

71,13   

71.13±45.66a            

 

1067 

  Hemoparasite 

Trypanosoma sp. 

 

 

06 

 

46.66 

5,14    

2.4±2.74b 

 

36 

 

15 

 

100 

15,06   

15.06±5.25a             

 

226 

P: Prevalence; MI: mean intensity; IF: infected fish; TNP: total number of parasites;a b Different 

letters indicate significant difference between seasonal periods o1f sampling by Kruskal-Wallis test 

(p≤0.05). 

 

3.4 Pearson correlation 

Pearson's linear correlation analyzes between biometric variables and the number of 

parasites showed negative correlation for Dolops discoidalis: total length (r = 0.0749; p = 0.694), 

standard length (r = 0.0583; p = 0.759) , weight (r = 0.0491; p = 0.796); Urocleidoides spp .: total 

length (r = 0.1368; p = 0.471), standard length (r = 0.1371; p = 0.470), weight (r = 0.1150; p = 

0.545); Trypanosoma sp .: total length (r = 0.2669; p = 0.155), standard length (r = 0.3111; p = 

0.094), weight (r = 0.2465; p = 0.189). All of these correlations were considered weak (r ≤ 0.40) 

and without significant differences (p > 0.05). 

The correlations were positive for Argulus carteri: total length (r = 0.461; p = 0.025), 

standard length (r = 0.4626; p = 0.010), weight (r = 0.4206; p = 0.021) (Figure 2) and for 

Contracaecum sp.: total length (r = 0.6640; p = 0.000), standard length (r = 0.6479; p = 0.000), 

weight (r = 0.6476; p = 0.000) (Figure 3), being considered moderate correlations (r > 0.40) and 

significantly differences (p ≤ 0.05). 
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Figure 2. Positive linear correlation of Pearson between biometries and number of Argulus carteri 

in Hoplias malabaricus. A- Argulus carteri and total length (TL); B- Argulus carteri and standard 

length (SL); C- Argulus carteri and weight (W).    

 

 

 

 

Figure 3. Positive linear correlation of Pearson between biometries and number of Contracaecum 

sp. em Hoplias malabaricus. A- Contracaecum sp. and total length (TL); B- Contracaecum sp. and 

standard length (SL); C- Contracaecum sp. and weight (W). 
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4. Discussion 

The concentration of dissolved oxygen varied from 4.6 to 5.66, values that are in 

disagreement with those established by National Environment Council. These differences were 

found between rainy and dry periods, demonstrating that the concentration of dissolved oxygen 

may have decreased due to the introduction of organic matter from the sewers, mainly during 

the rainy season. The pH value of the water from the last collection was 4.7 during the drought 

period, which is at odds with resolutions [43,44]. Low water pH values tend to contribute to 

stress in fish, predisposing them to infectious and parasitic diseases. 

According to [45], there is significant positive correlation between the indices of total 

and thermotolerant coliforms and rainfall. During the rainy season, microorganisms present in 

the surroundings of aquatic environments can be dragged from the soil to the water, triggering 

a more intense contamination of the place [46,47]. The total coliforms have been used for 

several years in the evaluation of the microbiological quality of environmental samples [48], 

and meet several of the requirements for a good fecal contamination indicator. 

The concentrations of total coliforms and E. coli could be related to the parasitological 

indices found, since [39] pointed out that the discharge of domestic and industrial effluents, as 

well as eutrophication, human activities in livestock and agronomy and other environmental 

stressors increase the environmental imbalance causing disturbances that provide the diversity 

of parasites. 

Parasitological indices showed a higher occurrence of parasites in the dry season. [49] 

pointed out that decreased water level, during the drought period, causes stress in the fish due 

to the migration of the fish to more crowded regions and the decrease in the availability of food, 

compromising the animals' immunity, leaving them more susceptible to parasitism. 

The crustaceans recorded in this study, A. carteri and D. discoidalis, were collected 

from the gills and mucus of H. malabaricus specimens. Among some ectoparasite rates, 

crustaceans are only a few found in freshwater fish species in Brazil [50]. Studies indicate that 

these parasitic crustaceans can cause damage to fishery resources, which includes the reduction 

of growth, reproduction and activities of the host, such as swimming [51,50]. 

The prevalence of ectoparasitic crustaceans was higher than that found by [51], where 

they studied fauna parasitic crustaceans in six species of fish from Amapá and reported a 

prevalence of 30.4% and by [52] who recorded prevalence of 2.2%. [53] registered a prevalence 

of 63.8% in their study. Analyzing the parasitic fauna of H. malabaricus, [54] reported the 

prevalence of Argulus sp. (50%) and Dolops sp. (60%) on the body surface. 
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The Monogenea collected in this study parasitized the gills of H. malabaricus and 

belongs to the genus Urocleidoides. The parasitological index showed a prevalence of 100% in 

both seasonal periods, however, a higher average intensity in the dry season, totaling 337 

monogenous collected in the gills, higher than the rainy season with 196 monogeneans 

collected.   

Our results indicate that H. malabaricus was susceptible to monogenean infection, thus 

explaining the high prevalence found. Studies have already shown high parasitological indexes 

of the monogenean group of the genus Urocleidoides in H. malabaricus [55,56,57,7] with 

prevalence similar to our results. The occurrence of more than one monogeneans species in H. 

malabaricus has been recorded in parasitological studies by [58,59].  

The nematodes found were identifies as Anisakidae Family, of the genus Contracaecum, 

collected from the gastrointestinal cavities of H. malabaricus associated with organs of the 

visceral cavity. Contracaecum sp. larvae were found adhered to the mesentery and to the serous 

lining of the stomach, liver, intestines, and presented varying sizes. The same infection sites 

were identified by [60] which still highlights the risk to human health from contaminated fish. 

The highest levels of infection were Contracaecum sp., found in all the specimens analyzed, 

with a prevalence of 100% in both seasonal periods and an average intensity of 20.73 and 71.13 

in the rainy and dry periods, respectively. High prevalence of Contracaecum sp. in H. 

malabaricus it was also observed in several studies [61,62,63,64,65]. This finding could be 

related to the low parasitic specificity of this nematode [66,67]. 

Our results were superior to that found by [7], registering mean intensity of 7.3 for 

Contracaecum spp. in H. malabaricus of São Bento da Baixa Maranhense. [68] found three 

species of nematodes parasitizing H. malabaricus, among them Contracaecum sp. with a 

prevalence of 77.5% and an average intensity of 16.88, values close to that found herein. [24] 

reported a 100% prevalence of Contracaecum sp. in H. malabaricus, a value similar to this 

study. 

The high prevalence of Contracaecum sp. in H. malabaricus of this study points to a 

public health risk, mainly for the riverside populations, who use this species of fish as a food 

source. Zoonotic potential of nematodes such as Contracaecum sp. has been reported for several 

species of freshwater piscivorous fish in Brazil [69,70,71,66,67]. 

The parasites found in the blood of H. malabaricus of the genus Trypanossoma showed 

a greater difference in prevalence and average intensity between seasonal periods, ranging from 

46, 66% to 100% of prevalence and from 5.14 to 15.06 of average intensity. 
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The dry period showed the greatest parasitological prevalence of Trypanosoma sp. being 

explained because of in this season the floodplain lakes dry quickly favoring the escape of 

aquatic organisms to the rivers or lakes to survive. Many fail and die from lack of water or are 

easily preyed on in shallow pools of water. This environmental pressure generates great stress 

on the fish, compromising the immune response and causing the parasitic indices to be higher, 

[72,49]. 

[73] in a laboratory experiment with marine fish experimentally infected with 

Trypanossoma murmanense, observed pathophysiological changes in different organs and a 

higher mortality rate in young specimens. [74] reported several changes in vital organs, such 

as: marked hyperplasia of hematopoietic precursors and plasma cells in the kidneys; changes in 

the renal tubule epithelium; small foci of necrosis and infiltrates of trypanosomes and 

macrophages in the spleen; changes in hepatocytes; increased size of endothelial cells in the 

hepatic veins; excessive disintegration of erythrocytes in the kidneys and spleen. [75] verified 

the anorexia associated with high parasitemia in experimental infections by Trypanossoma 

danilewskyi in goldfish Carassius auratus. 

Pearson's correlation analysis showed that the values of nematodes and Argulus are 

closely related to the biometry of H. malabaricus. It was largest and heaviest in fish parasitized 

by Contracaecum sp. and A. carteri. However, it showed negative relationship between 

biometrics and the frequency of monogenean, Dolops and hemoparasites showing no 

connection with the size and weight of the analyzed fish. 

 

5. Conclusions   

Our results suggest that variations in parasitic indices by seasonal period in fish are 

related to a set of natural variables and related to the environmental condition of Coqueiro Lake. 

The presence Contracaecum sp. nematodes with zoonotic potential, alert for greater care of 

public managers in the area of fisheries and food health, proving the need for further studies 

with H. malabaricus and other fish species to obtain additional information on the types of 

parasites present in the lake, since fishing is the main source of food for riverside residents. 
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Revista Pan-Amazônica de Saúde. 2013, 4, 55-58. http://dx.doi.org/10.5123/S2176-

62232013000300008 

 

71. Martins, M. L.; Santos, R.D.S.; Marengoni, N.G.; Takahashi, H.K.; Onaka, E.M. 

Seasonality of Eustrongylides sp. (Nematoda: Dioctophymatidae) larvae in fishes from 

Paraná River, South-western Brazil. Boletin do Instituto de Pesca. 2009, 35, 29-37. 
 

72. Benigno, R.N.M.; Sao Clemente, S.C.; Matos, E.R.; Pinto, R.M.; Gomes, D.C.; Knoff, 

M. Nematodes in Hoplerytrinus unitaeniatus, Hoplias malabaricus and Pygocentrus 

nattereri (Pisces, Characiformes) in Marajó Island, Brazil. Brazilian Journal Veterinary 

Parasitology. 2012, 21, 165-170. https://doi.org/10.1590/S1984-29612012000200018 

 

73. Mackenzie, K.; Willians, H.H.; Willians, B.; Mcvicar, A.H.; Siddal, R. Parasites as 

indicators of water quality and the potential use of helminth transmission in marine 

pollution studies. Advances in Parasitology. 1995, 35, 85-144. 

https://doi.org/10.1016/S0065-308X(08)60070-6 

 

74. Khan, R. A. Pathogenesis of Trypanosoma murmanensis in marine fish of the 

northwestern Atlantic following experimental transmission. Canadian Journal of 

Zoology. 1985, 63, 2141-2144. https://doi.org/10.1139/z85-315 
 

75. Dyková, I.; LOM, J. Histopathological changes in Trypanosoma danilewskyi Laveran 

& Mesnil, 1904 and Trypanoplasma borelli Laveran & Mesnil, 1902 infections of 

https://doi.org/10.1016/j.vetpar.2006.03.014
https://doi.org/10.1590/S1984-29612015039
https://doi.org/10.1515/ap-2016-0016
https://doi.org/10.34019/2596-3325.2017.v18.24413
https://doi.org/10.1590/S1984-29612012000200018
https://doi.org/10.1016/S0065-308X(08)60070-6


60 
 

goldfish, Carassius auratus (L.). Journal of Fish Diseases. 1979, 2, 381-390. 

https://doi.org/10.1111/j.1365-2761.1979.tb00390.x 

 

76. Islam, A. K. M. N.; Woo, P. T. K. Anemia an in its mechanism in goldfish Carassius 

auratus infected with Trypanosoma danilewskyi. Diseases of Aquatic Organisms. 1991, 

11, 37-43. https://doi.org/10.3354/dao011037 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://doi.org/10.1111/j.1365-2761.1979.tb00390.x
http://dx.doi.org/10.3354/dao011037


61 
 

5.2 CAPÍTULO II: Alterações histológicas e genotóxicas em Hoplias malabaricus 

(Characiformes: Erythrinidae) como biomarcadores de efeito de impacto ambiental de 

um lago da Área de Proteção Ambiental do Nordeste Brasileiro2 
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Resumo: Este trabalho teve por objetivo analisar as alterações histológicas e genotóxicas de 

Hoplias malabaricus como biomarcadores de efeito de impacto ambiental de um lago da Área 

de Proteção Ambiental do Nordeste Brasileiro. Foi  realizada  análise genotóxica e histológica 

de brânquia e fígado. Foram observadas frequências significativas de micronúcleo e lesões 

nucleares e de alterações histológicas em brânquias e fígado com diferenças significativas entre 

os períodos sazonais. As lesões encontradas foram mais frequentes no período chuvoso, 

demonstrando que os organismos ficam mais expostos ao estresse ambiental nesse período, 

comprometendo funções básicas dos órgãos. Os resultados indicam uma baixa qualidade da 

água do ambiente estudado, demonstrando que os organismos estão respondendo a algum tipo 

de perturbação ambiental.  

 

Palavras-chave: Contaminação. Eritrócitos. Estresse ambiental. Histopatologia  

Introdução  

A maioria dos ecossistemas aquáticos encontra-se extremamente ameaçada pela 

crescente poluição decorrente da atividade humana (Miranda 2012), e a contínua contaminação 

desses ecossistemas de água doce pelo lançamento de poluentes urbanos, industriais e agrícolas, 

tornou-se tema de grande preocupação nas últimas décadas (Jordao et al. 2002; Ayadi et al. 

2015). A exposição e o contato direto dos peixes com substâncias tóxicas presentes na água 

 
2 Este capítulo será submetido ao periódico Bulletin of Environmental Contamination and Toxicology. 

Qualis B2 em Biodiversidade. 

mailto:jandersonbruzaca@hotmail.com
https://www.springer.com/journal/128/
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promovem alterações moleculares, bioquímicas, celulares ou fisiológicas nas células, fluídos 

corpóreos, tecidos ou órgãos do organismo (Van Der Oost et al. 2003).  

Os peixes são frequentemente utilizados em programas de monitoramento ambiental, 

como bioindicadores da qualidade da água, pois interagem com as propriedades físicas, 

químicas e biológicas do ecossistema (Krull e Barros 2012). Particularmente, brânquias, fígado 

e rim têm sido descritos como órgãos alvos afetados por poluentes aquáticos (Bernet et al. 2004; 

Liu et al. 2011; Abdel-Moneim et al. 2012). 

Bioindicadores e biomarcadores têm sido utilizados para avaliar a contaminação de 

áreas impactadas (Nunes et al. 2015; Samanta et al. 2015; Tabassum et al. 2016). Assim, as 

alterações histopatológicas são amplamente utilizadas como biomarcadores na avaliação de 

contaminantes, tanto em ensaios de laboratório (Cerqueira e Fernandes 2002; Van Dyk et al. 

2007; Hesni et al. 2011), quanto em campo (Flores-Lopes et al. 2010; Paulino et al. 2014; Dane 

e Sisman 2015). 

A histopatologia é uma ferramenta utilizada para avaliar efeitos de contaminantes 

específicos em condições laboratoriais (Santos e Martinez 2014; Yancheva et al. 2016). Por 

outro lado, em condições naturais, onde ocorrem a interação de diversos xenobióticos, estudos 

que investiguem os efeitos negativos dessa exposição dos peixes têm sido mais explorados cada 

vez mais (Liebel et al. 2013; Paulino et al. 2014; Freire et al. 2015; Fonseca et al. 2016; Ghisi 

et al. 2016; Dang et al. 2017). 

O emprego de parâmetros genotóxicos, principalmente em organismos aquáticos como 

forma de avaliação da qualidade hídrica é outro método que permite avaliar o efeito dos 

poluentes no meio, bem como alterações de seu potencial tóxico ou genotóxico após interação 

com o ambiente (Jesus e Carvalho 2008). Nesse contexto, os testes de genotoxicidade são 

indispensáveis para estudos de biomonitoramento, pois avaliam o grau dos impactos e as 

respostas biológicas nos organismos aquáticos (WHO 1993; Carvalho-Neta et al. 2015).  

O uso integrado desses indicadores aumenta a faixa de resposta na espécie estudada com 

aplicação em programas de biomonitoramento por serem respostas rápidas, sensíveis e 

alertarem previamente sobre riscos de danos ambientais no ecossistema aquático (Pereira et al. 

2011), bem como evidenciarem o estado de saúde dos peixes (Sousa et al. 2013).  

Diante do fato da região da Área de Proteção Ambiental da Baixada Maranhense 

apresentar importância internacional por estar incluída na lista de zonas úmidas mundiais e de 

relevância internacional para a sustentabilidade ambiental e social, realizada pela Convenção 

de Ramsar, o presente trabalho teve por objetivo analisar as alterações histológicas e 
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genotóxicas de Hoplias malabaricus como biomarcadores de efeitos de impacto ambiental de 

um lago da Área de Proteção Ambiental do Nordeste Brasileiro.  

Materiais e Métodos  

O ambiente lacustre (Lago do Coqueiro) (Fig. 1) está localizado no Nordeste Brasileiro 

na região ocidental do Estado do Maranhão, sendo um dos 27 sítios Ramsar de importância 

internacional localizado no Brasil. O lago abrange uma área de aproximadamente 52, 49 km2, 

tendo uma grande importância para a comunidade que está ao entorno e que obtém sua renda 

por meio da pesca extrativista. 

 

Fig. 1 Lago do Coqueiro da Baixada Maranhense, Nordeste Brasileiro, Brasil 

 

As duas coletas do material biológico e da água foram realizadas em períodos sazonais 

diferentes. A primeira coleta foi no mês de maio de 2019, correspondendo ao período chuvoso, 

e a segunda coleta no mês de outubro de 2019, correspondendo ao período de estiagem. Foram 

coletados um total de 30 (trinta) indivíduos de Hoplias malabaricus (Pisces, Erythrinidae), 

sendo 15 exemplares por coleta.  

A pesquisa foi autorizada pelo Instituto Chico Mendes de Conservação da 

Biodiversidade (ICMBio/SISBIO) (Número 69518-1), e pela Secretaria de Estado do Meio 

Ambiente e Recursos Naturais (SEMA) (Número 46/2019) em que foram aprovadas coletas de 
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água e peixes. Todos os procedimentos foram realizados procurando seguir os princípios éticos 

estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA, 

http://www.cobea.org.br) e pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal (CEEA) da 

Universidade Estadual do Maranhão (Protocolo n° 022/2019). 

Os parâmetros abióticos da água como temperatura (ºC), potencial hidrogeniônico (pH), 

oxigênio dissolvido (OD em mg/L), condutividade ( µS/cm) foram aferidos in situ utilizando o 

aparelho multiparâmetro AK88. As amostras de água para análises microbiológicas foram 

coletadas na coluna superficial da água em frascos de vidro esterilizados (500mL), 

acondicionadas em caixa de material isotérmico contendo cubos de gelo e transportadas até o 

prazo máximo de 24 horas para o Laboratório de Alimentos e Água no Curso de Medicina 

Veterinária da Universidade Estadual do Maranhão. 

As avaliações microbiológicas consistiram em contagens de coliformes totais (número 

mais provável NMP 100 mL-1) e de Escherichia coli (NMP 100 mL-1), utilizando kit Colilert® 

IDEXX (técnica de substrato cromogênio) segundo Apha (2005) e Silva et al. (2017). No 

Laboratório de Microbiologia de Alimentos e Água da UEMA, as amostras de água foram 

colocadas em frascos de vidro onde foi adicionado o reagente Colilert. A solução diluída foi 

distribuída uniformemente em cúpulas e incubadas a 35ºC em estufa durante 24 horas. A leitura 

foi feita com auxílio de uma lâmpada ultravioleta (115 volts, 6hz, 20 AMPS). O teste foi 

considerado positivo para coliformes totais se a cúpula mantivesse a coloração amarela e para 

E. coli se apresentasse coloração azul. Os testes foram negativos com ausência de coloração. 

A confecção das lâminas sanguíneas foi realizada em campo com base na técnica 

descrita por Ranzani- Paiva et al. (2013). Os espécimes de Hoplias malabaricus foram 

anestesiados e o sangue, aproximadamente 1mL, coletados por punção branquial com auxílio 

de seringas de calibre 6 mm x 0,25 mm, sem anticoagulante, e as lâminas confeccionadas por 

meio da técnica do esfregaço sanguíneo. Para cada peixe foram preparados dois esfregaços, 

sendo considerados 3.000 eritrócitos por lâmina, em um total de 6.000 eritrócitos por peixe. 

Os esfregaços sanguíneos secaram em temperatura ambiente por 24 horas e foram 

submetidos à coloração com o corante Rosenfeld modificado, que é uma combinação de 

corantes eosina azul de metileno May-Grünwald, Giemsa e Wrigth e metanol absoluto 

(Ranzani-Paiva et al. 2013). Os esfregaços foram submersos no corante Rosenfeld modificado 

por 6 minutos, posteriormente colocados em água destilada por 4 minutos, secos em 

temperatura ambiente e analisados sob microscopia de luz. Nas análises em microscópio de luz 
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utilizou-se a objetiva de aumento de 100 x, com a utilização de óleo de imersão para a 

identificação de micronúcleos e lesões nucleares.  

Os critérios para a identificação de micronúcleos seguiram os padrões de Fenech et al. 

(2003) e Cavas et al. (2005): (a) o micronúcleo precisa ser menor que um terço dos núcleos 

principais, (b) os micronúcleos são claramente separados dos núcleos principais, e (c) os 

micronúcleos precisam estar no mesmo plano de foco e ter a mesma cor. A identificação das 

lesões nucleares seguiu os padrões de Carrasco et al. (1990). 

 Amostras de brânquias (segundo arco branquial direito) e fígado foram fixadas em 

formalina a 10% por 24 horas. A clivagem das amostras biológicas dos órgãos foi realizada 

posteriormente, quando suas dimensões foram reduzidas. Os tecidos permaneceram em 

formalina a 10% por mais 24 horas e os arcos branquiais foram descalcificados em ácido nítrico 

10% por mais 6 horas. Em seguida, foram realizadas as etapas de desidratação em concentrações 

crescentes de álcoois, diafanização em xilol, impregnação e inclusão em parafina, microtomia 

com cortes de espessura de 5μm e coloração com hematoxilina e eosina (HE) (LOPES, 2016) 

para descrição microscópica. 

  As alterações branquiais e hepáticas foram identificadas segundo adaptado de Poleksic 

e Mitrovic Tutundzic (1994), que classificam as alterações em três estádios progressivos de 

severidade:  Estádio I, que não prejudicam o funcionamento do órgão; Estádio II, que são mais 

graves e prejudicam o funcionamento normal do órgão; e Estádio III, que são muito severas e 

irreversíveis. 

Para cada peixe foi calculado o valor do IAH por meio da fórmula: IAH= 1×∑ I + 10×∑ 

II + 100×∑ III, sendo que I, II e III correspondem respectivamente ao número de alterações de 

estádio I, II e III. O valor do IAH teve como referência o quadro de classificação da severidade 

das lesões por categoria de IAH, segundo Poleksic e Mitrovic Tuntundzic (1994): 0-10 = 

funcionamento normal do tecido; 11-20 = dano leve para moderado do tecido; 21-50 = dano 

moderado para severo do tecido; 51-100 = dano severo do tecido; ˃100 = dano irreparável do 

tecido. 

Os parâmetros abióticos e microbiológicos da água foram submetidos aos testes de 

normalidade Shapiro-Wilk e homogeneidade Levene (p≥0,05). Os dados não apresentaram 

distribuição normal e por isso foi aplicado Kruskal-Wallis, considerando p≤0,05 para a 

comparação do IAH de brânquia e fígado entre os períodos sazonais. Todas as análises 

estatísticas mencionadas foram realizadas no Statistica 7.1.30.0 (StatSoft, Inc. 2005).  
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Resultados e Discussão 

 

3.1 Parâmetros abióticos e microbiológicos da água     

 Os valores das variáveis abióticas e das análises microbiológicos registrados no Lago 

do Coqueiro estão indicados na tabela 1. Os dados foram obtidos para as duas coletas realizadas 

nos períodos chuvoso e de estiagem e comparados com valores recomendados pela legislação 

vigente, o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA 2005, 2011).    

Tab. 1 Parâmetros abióticos e microbiológicos da água do Lago do Coqueiro e valores 

recomendados pelas Resoluções CONAMA nº 357/2005 e 430/2011. 

Parâmetros abióticos e microbiológicos     
Período    

chuvoso 

Período de 

estiagem 
Valores 

recomendados 

Oxigênio dissolvido (mg L-1) 4,6 b* 5,66 a ≥5 

Ph 6,17 a* 4,7 b* 6.5 a 8.5 

Temperatura (°C) 29,5 a 27,7 b ≤ 40 

Condutividade (µS/cm) 44,8 b 200 a - 

NMP de coliformes totais /100 mL de água 14136 a 1354 b - 

NMP de Escherichia coli /100 mL de água 5475 a* 10 b ≤200/100 Ml 
a b Letras diferentes indicam diferença significativa entre os períodos sazonais pelo teste 

de Kruskal-Wallis (p≤0,05); NMP: Número mais provável; *: valores em desacordo com 

o Conama (CONAMA 2005; 2011).     

 

Todos os parâmetros abióticos e microbiológicos da água apresentaram diferença 

estatística significativa entre os períodos sazonais.  

Dentre os parâmetros analisados, quatro apresentaram valores que estão em desacordo 

com a legislação vigente: pH, oxigênio dissolvido, condutividade e Escherichia coli. O valor 

de pH da água da última coleta foi de 4,7 durante o período de estiagem. Valores baixos de pH 

da água tendem a contribuir para o estresse nos peixes, predispondo-os às doenças infecciosas 

e parasitárias. As alterações de pH podem ter origem antropogênica (despejos domésticos e 

industriais) ou natural (dissolução de rochas e fotossíntese). Para a manutenção adequada da 

vida aquática, o pH deve situar-se geralmente na faixa de 6 a 9 (Gasparotto 2011).  

A concentração de oxigênio dissolvido variou de 4,6 a 5,66, valores esses que estão em 

desacordo com as Resoluções n° 357/2005 e 430/2011 do CONAMA. Entende-se que o 

oxigênio dissolvido é de fundamental para a manutenção da vida aquática e para a qualidade da 
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água. Devido à sua importância, o oxigênio dissolvido é amplamente utilizado como principal 

parâmetro de qualidade da água e serve para determinar o impacto de poluentes sobre corpos 

hídricos (Tchobanoglous e Schroeder 1985; Araújo et al. 2004). 

A quantidade de Escherichia coli entre os períodos sazonais foi bastante divergente, 

chegando a 5.475 no período chuvoso, concentração essa mais elevada que no período de 

estiagem. Esse resultado está em desacordo com as resoluções vigentes do CONAMA, que 

estabelecem que em corpos aquáticos de água doce não deve exceder um limite de 200 

coliformes termotolerantes por 100mL das amostras.  

A presença de coliformes na água mostrou relação direta com a intensidade das chuvas 

e com a presença de diferentes animais dentro e ao redor do lago, como búfalos, porcos e 

galinhas. A maior pluviosidade parece contribuir para uma maior quantidade de excretas 

humanas e animais carreados para dentro do Lago do Coqueiro, possivelmente via esgoto 

sanitário sem tratamento, explicando assim, a maior concentração de E. coli no período 

chuvoso.  

A frequências de micronúcleos e outras lesões nucleares em eritrócitos de Hoplias 

malabaricus coletados nos períodos chuvoso e de estiagem estão indicadas na tabela 2. 

 

Tab. 2 Frequência de micronúcleo e eritrócitos alterados em Hoplias malabaricus coletados no 

Lago do Coqueiro em São João Batista, Maranhão, Brasil 

 

 

Período                              

 

           N  

Lesões Nucleares em Hoplias malabaricus   

       MN             Entalhado            Lobulado            Segmentado          Binucleado   

Chuvoso  15 

                           7,33 ± 1,79a       9,66 ± 1,79a         8 ± 0,84a           6,46 ± 1,50a         6,93 ± 1,86a                                                                                        

  

 

Estiagem 15           

                           4,93 ± 0,79b      6,26 ± 1,03b      5,73 ± 1,22b           5,4 ± 1,40a        5,66 ± 1,29a                                      

  

N: número de espécimes analisados; MN: micronúcleo. a b Letras diferentes indicam diferença 

significativa entre os períodos sazonais pelo teste de Kruskal-Wallis (p≤0,05). 

 

Ferraro et al. (2004) ressaltaram que micronúcleos e lesões nucleares ocorrem 

naturalmente nos organismos e demonstraram por meio de testes laboratoriais as frequências 

basais de eritrócitos lesionados para a espécie Hoplias malabaricus, ou seja, frequências 

espontâneas de micronúcleos e lesões nucleares de 0,33 e 10,67, respectivamente. Com base 

neste estudo, as frequências de micronúcleo encontradas em Hoplias malabaricus 

Média ± desvio padrão 
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apresentaram-se acima do considerado como frequência basal para a espécie, demonstrando 

que estes organismos estão expostos a xenobióticos com potencial genotóxico.  

As frequências das lesões nucleares, no geral, apresentaram-se maiores que as dos 

micronúcleos. Alguns estudos indicam que a frequência das lesões geralmente é maior que os 

micronúcleos (Ferraro et al. 2004; Rocha et al. 2010; Monteiro et al. 2011), sugerindo que as 

demais lesões nucleares são respostas primárias antecedendo a formação de micronúcleos 

(Kirschbaum et al. 2009; Seriani et al. 2011; Baršienė et al. 2015).  

Micronúcleos e demais lesões nucleares (Fig. 2) foram identificadas em todos os 

exemplares analisados em ambos os períodos, chuvoso e de estiagem. Contudo, no período 

chuvoso, a frequência tanto de micronúcleos como das demais lesões eritrocíticas foi mais 

significativa, isso pode ser explicado, pois no período chuvoso pode haver maior contaminação 

devido ao escoamento de materiais orgânicos para dento do ambiente aquático carreados pela 

chuva. Mediante ao que foi observado no local da pesquisa quanto às condições do ambiente e 

aos valores encontrados e referentes a micronúcleos e alterações nucleares, pode-se sugerir 

indício que os peixes estudados estão sendo afetados pela ação de algum agente genotóxico, 

comprometendo o mecanismo fisiológico dos mesmos.  

 

Fig. 2 Micronúcleo e lesões nucleares (setas) em  eritrócitos de Hoplias malabaricus. a- 

Células normais, b- Micronúcleos, c- Células com núcleo entalhado, d- Células com núcleo 

lobado, e- Célula com núcleo segmentado e f- Célula binucleada (seta). Escala: 10μm   

Os micronúcleos e anormalidades nucleares são frequentemente observados em 

eritrócitos de peixes, como consequência da exposição destes animais a contaminantes 

químicos, tóxicos, genotóxicos, mutagênicos ou carcinogênicos no meio ambiente (Palhares e 
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Grisolia 2002; Matsumoto et al. 2006). Como destacam Fontanele et al. (2010), esses agentes 

genotóxicos são agentes físicos, químicos ou biológicos que afetam a integridade do DNA dos 

organismos vivos, promovendo alterações cromossômicas.   

Os danos celulares ocasionados podem ainda estar relacionados a outros fatores como, 

por exemplo, a contaminação do meio por agrotóxicos, poluentes atmosféricos, materiais 

orgânicos e inorgânicos, provenientes do escoamento das águas da chuva, hormônios, 

detergentes, metais pesados, corantes, esgotos domésticos, hidrocarbonetos policíclicos 

aromáticos e outros compostos, derivados das atividades industriais, residenciais, agrícolas, de 

tratamento de água e esgoto (Bollmann e Marques 2006; Fontanele et al. 2010).  

 As frequências das alterações branquiais encontradas nos exemplares de Hoplias 

malabaricus nos períodos chuvoso e de estiagem estão indicadas na tabela 3.  

 

Tab. 3 Frequências de ocorrência em porcentagem das lesões branquiais de Hoplias 

malabaricus coletados no lago do Coqueiro em São João Batista, Maranhão, Brasil 

                                                                               Período chuvoso                    Período de estiagem 

Lesões branquiais                             

                                                                         Mai/2019                               Out/2019 

 

                                                                                %                                          % 

Estádio I  

Congestão dos vasos sanguíneos                                                                       

Elevação do epitélio respiratório                                                          

Desorganização das lamelas                                                                          

Hiperplasia do epitélio lamelar                                                                         

Fusão incompleta de várias lamelas                                                                 

Fusão completa de várias lamelas                                                                     

Dilatação do seio sanguíneo                                                                              

Estádio II 

Hiperplasia e hipertrofia das células de muco                                                  

Fusão completa de todas as lamelas                                                                                    

Espessamento do tecido proliferativo                                                                 

Rompimento de células pilares                                                                            

Estádio III 

Aneurisma lamelar                                                                                              

 

As lesões encontradas tanto no período chuvoso quanto na estiagem foram as mesmas, 

diferindo somente na intensidade de observações entre os dois períodos sazonais.  
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Alterações nos três estádios de severidade foram identificadas nos exemplares 

analisados. A análise histológica (Fig. 3) realizada nas brânquias dos exemplares de H. 

malabaricus evidenciou que no período chuvoso os peixes apresentaram maior frequência de 

lesões que no período de estiagem. As alterações de estádio I mais frequentes e representativas, 

foram a congestão dos vasos sanguíneos, elevação do epitélio respiratório, desorganização das 

lamelas, hiperplasia do epitélio lamelar e fusão incompleta de várias lamelas, com frequências 

que variaram de 50% a 100% entre os períodos sazonais.   

As lesões de estádio II mais frequentes foram a hiperplasia e hipertrofia das células de 

muco e espessamento do tecido proliferativo, com frequências que variaram de 40% a 80% 

entre os períodos sazonais. O aneurisma lamelar (lesão de estádio III) foi registrado em 90% 

dos espécimes no período chuvoso e em 40% dos espécimes no período de estiagem.        

 

Fig. 3 Alterações branquiais de Hoplias malabaricus. a- Elevação do epitélio 

respiratório(setas), b- Dilatação do seio sanguíneo (círculo), c- Aneurisma lamelar (seta)  

As alterações branquiais encontradas em H. malabaricus capturados no Lago do 

Coqueiro da Baixada Maranhense também foram encontradas em outros trabalhos para peixes 

de ambientes contaminados (Pereira et al. 2014; Santos et al. 2014; Rautenberg et al. 2015; 

Oliveira et al. 2016; Fonseca et al. 2017; Cardoso et al. 2018; Castro et al. 2018; Gomes et al. 

2019).  

Alterações como elevação do epitélio, fusão lamelar e hiperplasia são consideradas 

como os primeiros mecanismos de defesa das brânquias contra estressores ambientais, a 

exemplo da presença de contaminantes na água (Camargo e Martinez 2007; Georgieva et al. 

2014; Paulino et al. 2014; Barni et al. 2016; Yancheva et al. 2016), além das oscilações físicas 

e químicas do próprio ambiente (Reis et al. 2009; Saber 2011).   
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Aneurisma lamelar é uma alteração no sistema venoso branquial, constituída de uma 

vasodilatação prolongada que pode levar à ruptura do epitélio lamelar com consequente 

hemorragia, afetando especialmente as trocas gasosas nas brânquias (Poleksic e Mitrovic-

Tutundzic 1994; Martinez et al. 2004; Cengiz e Unlu 2006). Essa alteração, juntamente com a 

fusão total de lamela, é considerada mais grave, oriundas de efeitos crônicos que podem ser até 

irreversíveis (Roberts 2012; Yancheva et al. 2016). Essa histopatologia pode ser causada por 

ação de contaminantes presentes na água (Camargo e Martinez 2007; Paulino et al. 2014). 

Todas essas lesões podem ocorrer para minimizar a absorção de poluentes presentes na 

água (Mallat 1985; Cerqueira e Fernandes 2002), sendo uma resposta comum a uma grande 

classe de contaminantes, como organofosforados e metais pesados, bem como à elevada 

presença de matéria orgânica suspensa na coluna de água.  

As lesões branquiais observadas neste estudo indicam que os peixes estão respondendo 

aos efeitos de agentes tóxicos presentes na água e também no sedimento, pois as brânquias estão 

em contato direto com a água, bem como, com os poluentes, fazendo com que essas alterações 

sejam um indicativo de impacto. As alterações morfológicas das brânquias, em resposta a 

mudanças ambientais, podem representar estratégias adaptativas para conservação de algumas 

funções fisiológicas (Laurent e Perry 1991). 

A frequência das alterações hepáticas encontradas nos exemplares de Hoplias 

malabaricus nos períodos chuvoso e de estiagem estão indicadas na tabela 4.  

 

Tab. 4 Frequências de ocorrência, em porcentagem, das lesões hepáticas em Hoplias 

malabaricus coletados no Lago do Coqueiro em São João Batista, Maranhão, Brasil  

 

                                                                               Período chuvoso                    Período de estiagem 

Lesões hepáticas                             

                                                                         Mai/2019                               Out/2019 

 

                                                                                %                                          % 

Estádio I  

Núcleo na periferia da célula                                                                       

Vacuolização citoplasmática                                                     

Centro de melanomacrófagos                                                                         

Deformação do contorno celular                                                                         

Atrofia Nuclear                                                                  

Hipertrofia nuclear                                                                     

 

                                                                            

100 

100 

90 

70 

40 

40 

 

 

 

100 

100 

80 

50 

40 

20 
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Estádio II 

Hiperemia                                                  

Degeneração citoplasmática                                                                                    

Vacuolização nuclear                                                                 

 

 

Alterações hepáticas de estádio de severidade I e II foram identificadas nos exemplares 

analisados. A análise histológica de fígado (Fig. 4) mostrou maior frequência de alterações no 

período chuvoso quando comparado com o período de estiagem. As lesões de estádio I mais 

comumente observadas foram o núcleo na periferia da célula, vacuolização e centro de 

melanomacrófagos com frequência de ocorrência mínima de 80%. A lesão de estádio II mais 

comum foi hiperemia com frequências que variaram de 50% a 70%. 

Outras lesões não incluídas no quadro de alterações proposto por Poleksic e Mitrovic 

Tutundzic (1994), como degeneração gordurosa e dilatação do vaso, também foram observadas 

nos fígados de H. malabaricus. 

 

 

70 

40 

40 

 

50 

40 

30 
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Fig. 4 Alterações hepáticas de Hoplias malabaricus. a- Núcleo na periferia da célula 

(asteriscos); b- Vacuolização (asteriscos) e dilatação do vaso centrolobular (seta); c- Centro 

melanomacrófagico (círculo); d- Degeneração gordurosa (asteriscos) 

 

O fígado desempenha importantes funções de desintoxicação, sendo um órgão essencial 

no metabolismo e na excreção de substâncias tóxicas no corpo do peixe (Van Der Oost et al. 

2003; Salamat e Zarie 2012). Assim, estas alterações no fígado dos peixes sinalizam processos 

degenerativos e podem levar a complicações severas ao metabolismo do organismo, que 

geralmente estão relacionados à presença de agentes contaminantes no ambiente aquático 

(Boran et al. 2010; Van Dyk et al. 2012; Ghisi et al. 2016). 

Centros de melanomacrófagos são elementos críticos do sistema imune de peixes, 

incluindo resposta imune contra compostos de origem externa, doenças e condições ambientais 

(Ferguson 1989; Hartley et al. 1996). Assim, acúmulo de centro de melanomacrófagos em 

peixes é indicativo de estresse ambiental. 

Alterações hepáticas como as observadas neste estudo estão normalmente associadas a 

peixes expostos a altas concentrações de metais pesados como cobre, cádmio, zinco,  

herbicidas, organofosforados e pesticidas botânicos (Srivastava et al. 1990; Figueiredo-

Fernandes et al. 2007; Van Dyk et al. 2007; Peebua et al. 2008; Authman 2011; Kumar et al. 

2013). 

A vacuolização citoplasmática decorre da metabolização anormal de lipídeos, podendo 

resultar no deslocamento do núcleo para a periferia, bem como, na degeneração citoplasmática 

(Lee et al. 2012; Yancheva et al. 2016). Além disso, essa alteração é uma resposta comumente 

associada com a exposição a diferentes substâncias tóxicas, como metais pesados (Mishra e 

Mohanty 2008; Rajamanickam e Narayanan 2009).  

Os valores dos Índices de Alteração Histológica (IAH) (Figura 5) diferiram-se entre os 

órgãos e entre os períodos sazonais, apresentando graus de severidade diferentes. 
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Fig. 5 Índice de alteração histológica (IAH) de brânquias (A) e fígados (B) de Hoplias 

malabaricus coletados no lago do Coqueiro em São João Batista, Maranhão, Brasil. a b Letras 

diferentes indicam diferença significativa entre os períodos sazonais pelo teste de Kruskal-

Wallis (p≤0,05) 

 

Diferenças significativas no índice de alteração histológica de brânquia (IAHB) foram 

observadas entre os períodos sazonais. No período chuvoso a média do IAH branquial foi de 

120, indicando alterações irreversíveis do tecido e no período de estiagem foi de 63, o que 

indica alterações severas do tecido. A diferença significativa do IAHB entre os períodos 

sazonais acentua o fato de que esse órgão é sensível a variações ambientais. Diferenças não 

foram encontradas no índice de alteração histológica de fígado (IAHF) entre os períodos 

sazonais com média de 20,5 e 18 para o período chuvoso e de estiagem respectivamente, 

sinalizando como alterações leves a moderadas do tecido. 

Maiores valores de IAHB, em relação a IAHF encontrados no nosso estudo podem ser 

explicados pelo constante contato da brânquia com água, tornando este órgão muito sensível e 

o primeiro alvo de contaminantes presentes no ambiente aquático. Dessa forma, as brânquias 

sofrem inicialmente consequências agudas devido à exposição a contaminantes pelo maior 

contato com a coluna de água, com as alterações hepáticas indicando efeitos crônicos. 

Diferenças no índice de alteração histológica entre brânquia e fígado também foram observadas 

em outros estudos (Paulino et al. 2014; Ghisi et al. 2016; Soares et al. 2020).  
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Conclusões 

O estudo das alterações teciduais em brânquias e fígados e das alterações genotóxicas em 

Hoplias malabaricus como biomarcadores de efeito mostrou-se eficaz para uma análise preditiva 

da qualidade do ambiente lacustre estudado. As lesões histológicas mostraram-se mais graves em 

brânquias que em fígado, reforçando a importância do uso de biomarcadores histológicos que 

respondam de maneira distinta a efeitos de curto e longo prazo aos estressores ambientais. As 

diferenças nos valores dos índices de alteração histológica indicam que os órgãos respondem 

de forma diferente aos contaminantes nos períodos sazonais estudados, constituindo-se, assim, 

excelentes ferramentas para estudos de biomonitoramento.    
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

• A análise das respostas biológicas de Hoplias malabaricus por meio dos biomarcadores 

histológico e genotóxico indica que o ambiente estudado sofre com impacto ambiental; 

• A espécie H. malabaricus demonstrou ser uma boa espécie bioindicadora, apresentando 

diferentes respostas biológicas através dos biomarcadores analisados; 

• A espécie Hoplias malabaricus está respondendo a estressores advindos da baixa 

qualidade da água, apresentando frequências significativas de micronúcleos, lesões 

nucleares, lesões branquiais e hepáticas, indicando que os peixes devem estar expostos 

a substâncias e/ou a condições ambientais de potencial xenobiótica e genotóxica; 

• As alterações histopatológicas nas brânquias e fígado evidenciam que esses órgãos 

podem ser gravemente afetados pela ação de contaminantes, uma vez que, as lesões 

identificadas classificam-se como severas e irreversíveis;  

• Os valores de infecção dos parasitos foram significativos, com destaque para 

Contracaecum sp. e Urocleidoides spp., porém, outros estudos com outras espécies de 

peixe são necessários para o melhor entendimento sobre a fauna parasitária dos peixes 

da região. A alta ocorrência de Contracaecum s. em H. malabaricus merece atenção, 

pois são parasitos com potencial zoonótico apresentando risco à saúde pública; 

• A utilização de diferentes biomarcadores em peixes do Lago do Coqueiro contribui para 

avaliação da qualidade hídrica, assim como a sanidade dos peixes e auxilia em 

programas de biomonitoramento na região da Baixada Maranhense, uma vez que, 

metodologias com uso de biomarcadores em peixes apresentam facilidades, tais como 

rapidez e baixo custo. 
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