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RESUMO

O biomonitoramento da qualidade ambiental ¢ essencial para avaliar a relacdo entre
poluentes, organismos ¢ seus efeitos, podendo indicar relagao da degradacao ambiental
com a atividade parasitaria em peixes, afetando a triade epidemioldgica (hospedeiro-
parasito-ambiente). Isso pode resultar em perdas econdmicas na pesca, problemas de
seguranca alimentar e riscos a saude publica devido ao potencial zoonético de alguns
parasitos e da presenca de poluentes. Dessa forma, avaliou-se os biomarcadores de efeito
e parasitologicos em trés espécies de peixes nativas dos lagos A¢u e Viana da Baixada
Maranhense, Amazonia Oriental em dois periodos sazonais. Dados microbioldgicos,
fisicos e quimicos das aguas superficiais dos lagos foram aferidos em trés pontos (P1, P2
e P3) de amostragem. Além disso, foram coletadas amostras de agua, sedimento e
musculo de peixes para andlises microbioldgicas, quantificacdo de coliformes totais,
Escherichia coli e elementos-traco. Um total de 240 peixes das espécies H. malabaricus,
P nattereri e P. lacustris foram coletados nos lagos para realizagdo de teste de
micronticleo (MN), determinagéo do Indice de Alteragao Histolégica (IAH) em branquias
e figado e coleta da fauna parasitaria. Os parametros da agua pH, OD e E. coli
apresentaram valores fora do recomendado pelas legislagoes CONAMA 357/2005 e
430/2011. Em todas as amostras de dgua foram encontrados coliforme totais e E. coli,
com valores mais elevados no Lago Agu em ambos os periodos sazonais. Foram
encontrados metais AI>Fe>Cu>Mn>Pb>Hg>Se ¢ AI>Fe>Mn>Cu>Pb>Hg>Se em agua,
sedimento e na musculatura dos peixes, com maiores valores no periodo de estiagem.
Houve diferenca significativa p<0.05 para MNi, maiores no periodo de estiagem para os
dois lagos e para as trés espécies, sendo 0,8% para H. malabaricus, 0,4% P. nattereri e
0,6% P. lacustris. As alteragdes nucleares eritrociticas apresentaram-se mais expressivas
durante o periodo chuvoso, com destaque para entalhado. Houve correlagcdo dos metais
encontrados nas amostras de agua e sedimento com as alteragdes nucleares eritrociticas,
mostrando que concentragdes de metais nesses ecossistemas podem afetar a sanidade dos
peixes. As alteragdes histologicas nas branquias e figados dos peixes apresentaram
maiores IAHs no periodo de estiagem. Houve diferenga estatistica em branquias para P.
nattereri (p<0,0001) no Lago Ac¢u e em figado em P. lacustris (p<0,0001) e P. nattereri
(p=0,03) no lago Acu e P. nattereri (p=0,049) no Lago Viana. Parasitos Contracaecum
sp. € Procamallanus sp. foram encontrados nas cavidades internas, figado e regido da
gordura dos peixes, isopode Braga patagonica nas cavidades branquiais, nadadeiras
pélvicas e laterais, assim como Trypanosoma sp., Myxobolus sp e Haemogregarina sp.
no sangue dos peixes. Em suma, esse estudo destaca a importancia do monitoramento
ambiental dos lagos e da saude dos peixes para identificar riscos a populacdo e ao
ecossistema. Os dados subsidiardo futuras pesquisas e medidas de protec¢do, destacando
a necessidade de compreender e conservar os ambientes lacustres da Area de Protecio da
Baixada Maranhense.

Palavras- chave: Biomonitoramento ambiental, biomarcadores, peixe, diversidade
parasitaria, ictioparasitoses.



ABSTRACT

The biomonitoring of environmental quality is essential for evaluating the relationship
between pollutants, organisms, and their effects, which can indicate the association of
environmental degradation with parasitic activity in fish, affecting the epidemiological
triad (host-parasite-environment). This can result in economic losses in fishing, food
security issues, and public health risks due to the zoonotic potential of some parasites and
the presence of pollutants. Thus, biomarkers of effect and parasitological parameters were
evaluated in three species of native fish from the Acu and Viana lakes in the Baixada
Maranhense, Eastern Amazon, during two seasonal periods. Microbiological, physical,
and chemical data from the surface waters of the lakes were measured at three sampling
points (P1, P2, and P3). Additionally, water, sediment, and fish muscle samples were
collected for microbiological analyses, total coliform quantification, Escherichia coli, and
trace elements. A total of 240 fish of the species Hoplias malabaricus, Pygocentrus
nattereri, and Prochilodus lacustris were collected from the lakes for micronucleus (MN)
testing, determination of the Histological Alteration Index (HAI) in gills and liver, and
parasitic fauna collection. Water parameters pH, dissolved oxygen (OD), and E. coli
showed values outside the recommended limits by CONAMA 357/2005 and 430/2011
regulations. Total coliforms and E. coli were found in all water samples, with higher
values in Lake Acu in both seasonal periods. Metals AI>Fe>Cu>Mn>Pb>Hg>Se and
Al>Fe>Mn>Cu>Pb>Hg>Se were found in water, sediment, and fish muscle, with higher
values during the dry season. There was a significant difference (p<<0.05) for MNi, higher
during the dry season for both lakes and all three species, being 0.8% for H. malabaricus,
0.4% for P. nattereri, and 0.6% for P. lacustris. Erythrocytic nuclear alterations were more
significant during the rainy season, especially notching. There was a correlation between
the metals found in water and sediment samples with erythrocytic nuclear alterations,
indicating that metal concentrations in these ecosystems can affect fish health.
Histological alterations in the gills and livers of fish showed higher HAI values during
the dry season. There was a statistical difference in gills for P. nattereri (p<0,0001) in
Lake Acu and in the liver for P. lacustris (p<0,0001) and P. nattereri (p=0.03) in Lake A¢u
and P. nattereri (p=0,049) in Lake Viana. Parasites Contracaecum sp. and Procamallanus
sp. were found in the internal cavities, liver, and fat region of the fish, isopod Braga
patagonica in the gill cavities, pelvic and lateral fins, as well as Trypanosoma sp.,
Myxobolus sp., and Haemogregarina sp. in the fish blood. In summary, this study
highlights the importance of environmental monitoring of lakes and fish health to identify
risks to the population and the ecosystem. The data will support future research and
protective measures, emphasizing the need to understand and conserve the lacustrine
environments of the Baixada Maranhense Protected Area.

Keywords: Environmental Biomonitoring; Biomarkers; Fish; Parasite Diversity;
Ichthyoparasitoses.
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1 INTRODUCAO

A deterioragdo da qualidade da agua e a perda da biodiversidade aquatica sao
alguns dos efeitos resultantes dos multiplos impactos ambientais causados por atividades
humanas e industriais (Riva et al., 2017). Esses impactos tém sido observados desde a
expansao da Revolugao Industrial em 1760 (Lopes et al., 2017), quando ocorreu aumento
significativo no descarte de substancias toxicas nesses ecossistemas, seguido de impactos
fisicos e quimicos causados pelo aquecimento global.

Ambientes aquaticos enfrentam altas taxas de poluentes de origens diversas,
tornando-se um desafio global de saude publica (Amamra et al., 2019). Essa presenca
prejudica ndo apenas a saude dos ecossistemas aquaticos, mas também a dos organismos
que habitam esses locais, até afetar a saide humana (Cappello et al., 2015). A crescente
conscientizagdo sobre os problemas de polui¢do tem impulsionado melhorias nas
ferramentas de diagndstico ambiental, com destaque para o biomonitoramento como uma
ferramenta crucial para compreender a relacdo entre os niveis de poluentes, seus efeitos
e as modificagdes nos ecossistemas (El-Gedy et al., 2021).

Dentre os principais poluentes identificados nesses ecossistemas, destacam-se os
metais toxicos, provenientes, principalmente dos efluentes domésticos e industriais,
produtos de limpeza, agrotoxicos utilizados nas atividades agricolas e os rejeitos da
exploracao mineral (Castaldo et al., 2020; Kakade et al., 2020).

A vista disso, a ecotoxicologia tem sido utilizada para contribuir no
monitoramento de impactos ambientais (Cardoso et al., 2018; Soares et al., 2020) por
meio do biomonitoramento de ecossistemas aquaticos do nivel espécie até comunidade.
A partir disso, a utilizagdo de biomarcadores de efeito genotoxicos como a aplicagdao do
teste do micronucleo (Hussain et al., 2018) e histologicos por meio da histopatologia,
destaca-os como ferramentas eficazes para diagnosticar o grau de impacto da polui¢do na
saude dos ecossistemas (Castro et al., 2018; Nimet et al., 2018; Soares et al., 2020).

Nos ultimos anos, diversos estudos ecotoxicologicos relataram que os poluentes
antropogénicos, incluindo agrotdxicos, utilizados nas atividades agricolas principalmente
para controle de “pragas” tém causado efeitos adversos a satide dos ecossistemas e
humana (Medeiros ef al., 2021), organismos nao-alvo (Cofone et al., 2020) podendo ser
metabolizadas ou ndo. A partir disso, a utilizacdo de biomarcadores se tornou valiosa na
avaliacdo de impactos ambientais, por contribuir aos programas de monitoramento
ambiental (El-Agry et al., 2022).
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E fundamental o monitoramento da qualidade da 4gua de ambientes que sofrem
continuamente com acdes de impactos, uma vez que a agua ¢ fator essencial para a
manuten¢do da flora, fauna e sociedade (Nascimento et al., 2020). Nesse contexto,
analises ambientais e quimicas podem contribuir para formagdao de diagndsticos
sinérgicos as analises sanguineas genotoxicas e de parasitismos em peixes (Brucker et al.,
2022), contribuindo para o desenvolvimento de agdes efetivas de conservagdo de espécies
e de ambientes aquaticos.

Além da qualidade da agua, a atividade parasitaria tem contribuido para elucidar
o estado de degradagdao desses ecossistemas, que depende de fatores como o grupo
parasitario, mecanismos de ac¢do e o sitio de infeccdo (Pavanelli et al., 2008; Tripathy,
2020) em que os efeitos nos peixes podem variar desde o retardo do crescimento corporeo
(Colorado et al., 2015); predisposi¢do as infec¢des secundarias (Pavanelli ez al., 2008);
redugdo do peso e da massa muscular dos peixes (Eiras, 2006); dificuldades na capacidade
respiratoria, modificagdes no sistema imunoldgico e na traumatizacdo dos tecidos
(Bernardino et al., 2016; Gongalves et al., 2016), assim como atrofia, fibrose, inflamagao,
dilatacdo dos vasos sanguineos e hemorragias ou até causar a morte (Pavanelli et al.,
2008).

A fauna parasitaria em peixes pode ser influenciada varios fatores, tais como pH,
niveis de amonia, variagdes nos niveis de oxigénio dissolvido e sazonalidade (Cavalcanti
et al., 2020). Além disso, problemas contemporineos criticos, como os efeitos do
aquecimento global, acdes antrOpicas, atividades agricolas e agropecudrias (Ramos
2016), também desempenham papel significativo. Esses fatores podem resultar no
aumento da temperatura dos corpos d'agua, na desertificacdo dos lengdis freaticos e
diversos desafios globais (Mira et al., 2022).

Os parasitos apresentam uma variedade de ciclos de vida e adaptagdes, facilitando
0 acesso € a penetracao de agentes patogénicos em organismos aquaticos, como peixes
(Bush et al., 1997; Eiras, 2006; Moravec, 2001). Esses fatores, juntamente com o
comportamento e hdbito alimentar dos hospedeiros podem beneficiar o sucesso do
parasitismo (Timi; Poulin, 2020). Além disso, algumas espécies como Hoplias
malabaricus (traira), Pygocentrus nattereri (piranha vermelha) e Prochilodus lacustris
(curimatd) e outras encontradas nas bacias hidrograficas da América do Sul, sdo
naturalmente suscetiveis a atividades parasitarias devido aos seus habitos alimentares

(Rodrigues et al., 2023).
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A suscetibilidade a fauna parasitaria ¢ uma caracteristica inerente a todos os
organismos quando expostos a degradagdo ambiental, como evidenciado na espécie H.
malabaricus (Bloch, 1794) (Characiformes, Erythrynidae) (Gomes, 2021; Rodrigues et
al., 2017). Essa predisposi¢ao, por vezes, esta associada a baixa qualidade ambiental dos
habitats em que esses organismos habitam (Colorado et al., 2015) ou até por habito
alimentar. Observa-se essa suscetibilidade em casos de infestagdo por ectoparasitos
crustaceos (Bernardino et al., 2016; Gongalves et al., 2016), nematoides endoparasitas
(Colorado et al., 2015; Rodrigues et al., 2018; Pereira, 2020) e hemoparasitos (Clauss et
al., 2008).

A espécie P. nattereri, conhecida como piranha vermelha, ¢ um peixe carnivoro
amplamente distribuido pelas principais bacias hidricas do Brasil (Guimardes et al.,
2021). Incluindo regides alagadas do estado do Maranhdo (Duponchelle et al., 2007),
apresentaram relatos de parasitos, como hemoparasitos ¢ nematoides, nas cavidades
intestinais e musculares (Amanaja ef al., 2018; Morais et al., 2019).

Ja P. lacustris, ¢ um dos peixes mais conhecidos ¢ de maior interesse comercial
nas regides da América do Sul e também no Maranhao, sendo ela mais buscada na regiao
da Baixada Maranhense contribuindo com 42,2% de exportacdo para outros estados
(Cardoso et al., 2018; Ferreira, 2016). E uma espécie que possui habito alimentar com
base de sua alimenta¢do em detritos organicos em decomposi¢do como, algas e plantas
aquaticas ou até mesmo resto de insetos e crustaceos aquaticos (Teixeira ef al., 2010).

As trés espécies de peixes citadas acima, sdo importantes para esse estudo por
estarem em todas principais bacias hidrograficas da América do Sul e apresentarem
capacidade adaptativa a diferentes condi¢des hidrologicas (Volcan et al., 2012), além de
possuirem importancia ecoldgica e comercial nos municipios que compdem a Area de
Prote¢ao Ambiental (APA) da Baixada Maranhense (Nunes, 2015; Silva, 2015). Além de
serem bastante comercializadas e consumidas nessas regides, estudos de Freitas (2017),
Cardoso et al., (2018), Pereira (2020), Gomes (2021), Sousa (2023) mostraram que essas
espécies como boas bioindicadoras de impacto ambiental nos ecossistemas aquaticos da
APA da Baixada Maranhense e podem contribuir com estudos de impactos ambientais.

A APA da Baixada Maranhense possui importancia significativa devido a sua rica
biodiversidade e a integragdo de diversos ecossistemas, como manguezais, campos
inundaveis, estudrios e lagos (Maranhdo, 1991). Essa diversidade de paisagens torna a
area uma Unidade de Conservagao de extrema relevancia, sendo reconhecida como uma

Zona Umida de Importancia Internacional (MMA, 2011).
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Os municipios de Viana e Conceicao do Lago Acu estdo localizados dentro da
APA e dependem dos lagos Acgu e Viana como fontes importantes de agua e recursos
pesqueiros (MMA, 2011; Sema, 2019). Entretanto, apesar da existir de legislagdes que
visam proteger essa Regido, ainda existem danos ambientais causados por diversas
atividades humanas, afetando ndo apenas a ictiofauna local, mas também toda a
comunidade aquatica e a populagcdo humana. Por isso, ¢ necessario implementar medidas
efetivas para controlar e mitigar esses impactos ambientais, garantindo a conservagao dos
ecossistemas lacustres da APA da Baixada Maranhense. A sensibilizagdo e o engajamento
da comunidade sao fundamentais para promover a sustentabilidade e a preservagao desses
recursos naturais valiosos.

No estado do Maranhao estudos de ictioparasitoses ainda ¢ escassa. Especialmente
no que se refere as interacdes entre dos parasitos € as possiveis doengas que podem
comprometer tanto os peixes quanto a saude da populagdo que consome esses animais.
De acordo com Dias (2013), as enfermidades resultantes de atividades parasitarias podem
levar a morte dos hospedeiros, novas infec¢des e, dependendo da localizagdo da infecgao,
causar infertilidade, reducdo nos tamanhos e massa dos organismos, provocando
desequilibrios no ecossistema.

Na APA da Baixada Maranhense, especialmente nos lagos Viana e Agu, a caréncia
de estudos sobre a saude da ictiofauna e as avaliagdes ambientais ¢ evidente, gerando
impactos nos ambientes aquaticos. Diante dessa perspectiva, ¢ crucial adotar uma
abordagem integrada de metodologias para preservar ndo apenas o ambiente, mas também
as comunidades que dependem desses recursos para subsisténcia. Investigar as atividades
parasitarias e seu potencial comprometimento da qualidade ambiental dos lagos torna-se
essencial para uma gestdo mais eficaz e sustentavel desses ecossistemas.

Um estudo abrangente, que incorpore metodologias ecotoxicologicas e
parasitoldgicas, visou coletar dados detalhados sobre a presenga, comportamento e
prevaléncia de parasitas, analisando os impactos na saude dos peixes e avaliando
possiveis efeitos cascata no ecossistema. Além disso, aspectos relacionados a qualidade
da 4gua, presenca de contaminantes e outros indicadores ambientais serdo considerados,
explorando suas conexdes com as modificagdes nos organismos. A conclusao deste estudo
almeja proporcionar uma visdo holistica da satide da ictiofauna nos lagos da APA da
Baixada Maranhense, viabilizando a implementac¢ao de medidas de conservag¢ao e manejo

apropriadas. Os resultados cientificos obtidos tém o potencial de embasar decisdes e agdes

20



voltadas para a preservagao ambiental, visando a sustentabilidade e a saude dos
ecossistemas aquaticos nessa regiao.

O estado de degradacdao ambiental dos Lagos de Viana e Lago Acu, resultante das
atividades antropicas, agricolas e pesqueiras, exerce uma influéncia significativa nos
parametros de qualidade ambiental desses ecossistemas, estressando organismos
aquaticos, desencadeando alteracdes nos eritrocitos e nos tecidos de branquias. Além
disso, contribui de maneira substantiva para o aumento das atividades parasitarias nesses
organismos, agravando ainda mais a fragilidade desses ambientes aquaticos. A
compreensdo desses impactos € crucial para a elaboracdo de estratégias eficazes de
conservagao e recuperagao desses ecossistemas, visando a preservagdo da biodiversidade

e o bem-estar das comunidades dependentes desses recursos hidricos.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar biomarcadores de efeito e parasitologicos em trés espécies de peixes
nativos dos lagos Agu e Viana da Baixada Maranhense, Amazonia Oriental em diferentes

periodos sazonais.
2.2 Objetivos Especificos

o Aferir dados microbioldgicos, fisicos e quimicos das aguas superficiais dos lagos
estudados;

e Verificar a ocorréncia de metais nas amostras de agua, sedimento e musculo de
peixe;

¢ Quantificar micronucleos (MN) e lesdes nucleares eritrociticas (ANE) dos peixes
amostrados;

e Avaliar e calcular as alteragdes histologicas branquiais e hepaticas dos peixes
amostrados;

o Identificar e quantificar a fauna parasitaria de peixes dos Lagos de Viana e do
Lago Agu;

e Comparar a diferenga entre dados biométricos dos peixes, indices parasitologicos,
alteracdes histoldgicas e nucleares eritrociticas e parametros da dgua entre os lagos de

Viana e Lago Acu e os periodos sazonais.

3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 Area de Protecio Ambiental da Baixada Maranhense

A APA da Baixada Maranhense, localizada no estado do Maranhdo, desempenha
papel fundamental na conservagdo da regido conhecida como Baixada Maranhense (Lima
et al., 2022). Reconhecida por sua rica fauna e flora, a area abriga diversos ecossistemas,
incluindo campos abertos e inunddveis, manguezais, babaguais e um complexo de bacias
lacustres formando um sistema de rosario. Além disso, engloba regides estuarinas e
lagunares que sdo habitados por espécies nativas de peixe. A criagdo dessa area foi
estabelecida pelo Decreto n® 11.900 de 11 de junho de 1991, sob a responsabilidade da
Secretaria de Estado do Meio Ambiente e Recursos Naturais - SEMA. Assegurada pela
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Convengao de Ramsar ¢ um tratado intergovernamental que estabelece diretrizes para
acdes nacionais e cooperacdo entre os 171 paises para a conservagdo de ecossistemas
unicos e uso racional de areas umidas. A APA compreende trés Subareas: Baixo Pindar¢,
Baixo Mearim-Grajat e Estuario do Mearim-Pindaré - Baia de Sao Marcos, incluindo a
ITha dos Caranguejos (Carvalho et al.,2017; Gomes, 2021; Maranhao, 1991). Apesar de
assegurado por legislagdo, essa area tem apresentado respostas ambientais devido a
contaminacdo e polui¢do principalmente por esgoto in natura (Cardoso et al.,2018; Lima

etal., 2024)
3.2 Contaminacio em ambientes lacustres

Os ecossistemas lacustres desempenham papel vital nas comunidades, fornecendo
agua e alimentos essenciais as comunidades e cidades (Riva et al., 2017). No entanto, a
urbanizagdo, atividades agricolas e pecudria, constru¢do de barragens e atividades de
minera¢ao principalmente nos municipios que compde a Baixada Maranhense tem
causado grandes impactos nos ecossistemas lacustres (Rabelo et al., 2019). Essas
modifica¢des, sdo principalmente resultado das agdes humanas, como o descarte
inadequado de efluentes domésticos e esgoto ndo tratado, a lixiviacdo de fertilizantes,
agrotoxicos que atingem esses ambientes como destino final (De Sousa et al., 2018).

Esses fatores, juntamente com as mudangas climaticas, tém contribuido para a
degradacgdo da qualidade ambiental dos ecossistemas, incluindo a 4gua, o sedimento e o
ar (Copertino et al., 2017). Isso traz consequéncias diretas a saude de toda comunidade
ecologica. Para investigar e avaliar os impactos causados por poluentes presentes nos
corpos hidricos, utiliza-se os peixes como indicadores, uma vez que estdo em contato
direto com a adgua (Zaghloul et al., 2020), apresentam maiores sensibilidades a variagdes
ambientais e sdo aplicados como bons modelos de estudo. A biodiversidade aquatica em
diferentes niveis troficos sofre com os efeitos adversos decorrentes da presencga desses
contaminantes, poluentes e outros fatores desencadeadores presentes nesses ambientes.
(Freire et al., 2008).

Eles podem responder o nivel de contaminag@o do local por meio de marcadores
celulares, bioquimicos, fisioldgicos e morfologicos presentes em cada individuo (Kumar
et al.,2017). Atualmente, a utilizagdo de marcadores em 6rgaos e tecidos desses animais
tétm sido adotadas para avaliar suas respostas a contaminagdo. As branquias,
figado/hepatopancreas e rins de peixes, por exemplo, sdo 0rgaos de interesse em estudos
ecotoxicologicos (Xu et al., 2021).
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3.3 Uso de biomarcadores de poluicdo ambiental

O biomonitoramento de ecossistemas aquaticos nas ultimas décadas tém sido, uma
ferramenta de extrema importancia para o diagndstico e estudo dos impactos ambientais
(Inelova et al.,2023; Pinho et al., 2022), oriundos, principalmente do despejo de efluentes
domésticos, descarte de substancias quimicas, detergentes, medicamentos, agrotdxicos e
outros (Neto et al., 2022, Souza et al., 2018). O Conselho Nacional do Meio Ambiente -
CONAMA, por meio das legislagcdes n° 430 de 2011 e n® 357 de 2005 (Brasil, 2005;2011),
regulamenta as condi¢gdes ¢ o padrao para que essas substancias sejam descartadas.
Entretanto, apesar da existéncia de legislacdes em vigor, ainda ocorre o despejo
descontrolado e sem fiscalizagdo de residuos, especialmente em regides desprovidas de
saneamento bdsico e sistemas de tratamento de esgoto. Esses fatores trazem impactos nao
apenas aos ecossistemas, mas também podem causar danos aos organismos que habitam
esses ambientes, assim como as comunidades que dependem daquela 4gua como fonte de
subsisténcia.

Para avaliar o grau de impacto na saude da biota local, identificar os possiveis
estressores responsaveis por esses efeitos e sugerir formas de reparag@o dos danos, utiliza-
se organismos como bioindicadores (Castro et al., 2018). Esses organismos sdo capazes
de refletir os impactos ambientais, respondendo as alteracdes do habitat por meio de
mudangas fisiologicas e quimicas. Essas mudangas, conhecidas como biomarcadores,
podem ser observadas em niveis enzimdticos, celulares, moleculares, teciduais,
hormonais e outros, e sdo utilizadas para identificar e quantificar os efeitos dos estressores
ambientais (Fuentes-Rios et al., 2005; Gomes, 2021; Rocha et al., 2022). Estudos
realizados por Vidal-Martinez et al., (2010) e Vidal-Martinez ¢ Wunderlich (2017)
também destacam a importancia dos organismos como bioindicadores nesse contexto.

Os biomarcadores, por sua vez, sdo indicadores biologicos que fornecem
informagdes sobre o estado e a saude de organismos vivos em resposta a estresses
ambientais (Fernandes et al., 2021; Pinheiro-Sousa ef al., 2019). Eles desempenham um
papel crucial na avaliagdo e monitoramento de ecossistemas aquaticos.

A avaliacdo de ecossistemas aquaticos ¢ fundamental para compreender a satde e
a qualidade ambiental dessas areas (Lima ef al., 2022). Os biomarcadores sdo ferramentas
valiosas nesse processo, pois permitem detectar e quantificar os efeitos adversos das

atividades humanas nos organismos aquaticos (Soares ef al., 2020). E a partir deles pode-
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se verificar o envolvimento nos processos de bioacumulagdo e biomagnificacdo de
substancias genotoxicas, mutagénicas ou xenobioticas (Shiroma et al., 2020).

A bioacumulagdo ¢ um fendmeno observado em organismos, como 0s peixes, nos
quais substancias tendem a acumular no tecido ao longo do tempo (Cunha et al., 2021;
Sisinno e Oliveira-Filho, 2021). Enquanto, o processo de biomagnificacdo ocorre na
cadeia alimentar, quando um consumidor primario ingere um produtor € incorpora os
residuos quimicos presentes (Liu ef al., 2019; Saidon et al., 2024). Ao longo da vida, a
quantidade desses residuos ¢ acumulada na gordura corporal, quando nao sao
metabolizadas (Figura 1). Esse processo continua com os consumidores subsequentes,
resultando em uma concentragdo maxima dessas substancias no ultimo elo da cadeia

(Silva, 2019).

Figura 3. Esquema representativo dos processos de bioacumulacdo e biomagnificagdo
em organismos aquéaticos.
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Fonte: Adaptada/ World Wide Fund for Nature (WWF), 2017.

Existem diferentes tipos de biomarcadores utilizados no biomonitoramento de
lagos (Utete et al., 2019). Um dos principais sdo os bioquimicos, que avaliam as respostas
moleculares e metabodlicas dos organismos (Lima ef al., 2018). Outro tipo importante de
biomarcadores sdo os histopatologicos, que analisam alteragdes nos tecidos dos
organismos (Lima et al., 2018). Ainda, os biomarcadores comportamentais também
podem ser utilizados para avaliar o impacto das mudangas ambientais nos organismos

aquaticos (Franco et al., 2020).
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De acordo com Valente (2017), os indicadores de genotoxicidade sdo utilizados
para avaliar os efeitos das exposi¢des ao material genético de espécies bioindicadoras.
Essa avaliagdo ¢ feita por meio da analise das mutagdes genéticas, danos cromossomicos
e lesdes no DNA (Parvan et al., 2020). Eles sdo importantes ferramentas para identificar
a presenca de agentes mutagénicos no ambiente e para avaliar o impacto dessas
substancias na saude e na integridade genética dos organismos.

O teste do microntcleo ¢ uma das técnicas utilizadas para avaliar lesdes no DNA,
especialmente aquelas relacionadas a estresses oxidativos (D’ Agostini ¢ La Maestra,
2021). O micronticleo (MN) ¢ uma das principais alteragdes nucleares, ¢ a sua
identificacdo na célula requer critérios especificos, de acordo com Fenech (2007) e
Fenech et al., (2003). As enzimas envolvidas no metabolismo de espécies reativas estdo
diretamente associadas a esse processo, que pode resultar em modificagdes celulares,
incluindo o material genético dos organismos (Chaves, 2011). Esse teste ¢ uma ferramenta
rapida, facil e com baixo custo para detecgdo de danos genotdxicos, pois fornece
informagdes sobre a integridade do material genético e os efeitos potenciais sobre a saude
dos organismos (Bianchi ef al., 2019).

Os biomarcadores histopatoldgicos também sdo técnicas eficientes para verificar
os efeitos de contaminantes e doencas em organismos aquaticos (Oliveira et al., 2022).
Dentre os orgaos frequentemente utilizados para analise histopatologica, destacam-se o
figado, as branquias e os rins. O figado € um 6rgao vital envolvido em diversas func¢des
metabolicas e desempenha um papel crucial na desintoxicacdo de substancias estranhas
(Queiroz et al., 2021; Oliveira et al., 2018). As branquias, por sua vez, desempenham um
papel fundamental na respiracdo e trocas gasosas nos peixes (Carrola et al., 2022). Os
rins sdo responsaveis pela filtracdo e excre¢do de substincias no organismo dos peixes
(Fatima et al., 2015).

Alteragdes histoldgicas observadas no figado, como degeneragao, necrose, fibrose
e presenca de inclusoes intracelulares, podem indicar danos causados por agentes toxicos
ou infec¢des (Chen et al., 2021). Lesdes nas branquias, como hiperplasia, hipertrofia,
desprendimento do epitélio e inflamagdo, podem refletir a exposi¢do a poluentes e a
presenca de parasitos. Alteragdes nos rins, como degeneracdo tubular, inflamagdo e
formacao de cistos, podem indicar disfuncao renal relacionada a toxicidade, infecgdes ou

outras condi¢des patologicas (Ferreira, 2020).
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3.4 Espécies bioindicadoras e biomonitoras

Os peixes, devido a sua posi¢ao em diferentes niveis troficos na cadeia alimentar,
manifestam a capacidade de bioacumulagdo de contaminantes dissolvidos na agua e
exibem respostas imunologicas a exposi¢ao de xenobidticos (Brito e Luz, 2015; Lionetto
et al., 2013). Além disso, os peixes podem funcionar como fonte de transferéncia de
contaminantes para os seres humanos através da cadeia alimentar (Jesus e Carvalho, 2008;
Lopes-Poleza, 2004; Souza, Fontanetti, 2007).

Os peixes desempenham o papel fundamental de "bioindicadores" dos impactos
da contaminacdo em ecossistemas aquaticos (Adams, 2002). Suas respostas incluem
modificagdes nos niveis enzimaticos, alteragdes celulares, metabolicas, teciduais,
hormonais e comportamentais (Gomes, 2021; Silva, 2019), proporcionando informagdes
cruciais para andlises de risco ecoldgico e estudos de impacto ambiental (Arias et al.,
2007). Essa capacidade torna os peixes modelos bioldgicos valiosos na avaliagdo do

estado de ecossistemas aquaticos em resposta as pressdes ambientais.
3.4.1 Hoplias malabaricus (Bloch, 1794)

Hoplias malabaricus (Bloch, 1794), popularmente conhecida como traira,
destaca-se por sua notavel capacidade de sobrevivéncia em condigdes desafiadoras,
incluindo ambientes com baixa concentracio de oxigénio e longos periodos de inanigdo.
Essa caracteristica demonstra sua ampla adaptacao a variedade de ecossistemas (Azevedo
e Gomes, 1943; Barbieri, 1989; Cavalcanti, 2019). Além disso, H. malabaricus ¢
reconhecida por sua capacidade adaptativa a ambientes modificados ou impactados
(Gomes, 2021) e aguas de fluxo lento (Cavalcanti, 2019; Martins, 2015).

Essa espécie apresenta morfologia caracterizada por um corpo alongado e
cilindrico, cabeca alargada com boca ampla e proeminente ramo mandibular (Martins,
2009). A nadadeira caudal exibe uma forma arredondada, muitas vezes adornada com
manchas escuras dispostas em faixas, especialmente em algumas espécies do género
(Soares, 2013). O dorso e os flancos do corpo sao marcados por manchas escuras ou linhas
irregulares, e trés linhas pouco evidentes podem ser observadas atras dos olhos. Em vista
dorsal, nota-se que a mandibula ultrapassa o maxilar superior quando a boca estd fechada
(Azevedo et al., 1994).

Em relacdo a sua dieta, estudos realizados por Azevedo e Gomes (1943), Paiva

(1974), Godoy (1975), Almeida et al. (1997), Carvalho et al. (2002) e Mello et al. (2006)
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indicam que os adultos de H. malabaricus t€ém o habito alimentar piscivoro, enquanto
suas larvas inicialmente se alimentam de plancton e, posteriormente, de insetos, antes de
completar seu ciclo e passar a predar outros peixes.

H. malabaricus demonstra a producao e liberagao consideravel de muco, o qual
desempenha o papel de mitigar a dessecacdo (Kuraiem et al., 2019). Essa secre¢ao
mucosa nio apenas lubrifica o corpo do peixe, conferindo protecdo e facilitando a
locomogdo na dgua, mas também permite que as espécies do género permanegam por
periodos prolongados fora do meio aquatico. A expressiva producdo de muco estd
possivelmente relacionada a auséncia de uma parede celular na bexiga natatoria (Sawaya,
1942). E um peixe de agua doce de origem neotropical que exerce consideravel influéncia
na economia ¢ saude publica, dada sua alta suscetibilidade a infestagdes parasitarias,

notadamente por nematddeos e hemoparasitos (Kuraiem et al., 2019).
3.4.2 Pygocentrus nattereri (Kner, 1858)

A espécie P. nattereri (Kner, 1858), popularmente conhecida como piranha
vermelha, pertencente a familia Characidae e a subfamilia Serrasalminae, desempenha
papel de destaque como peixe piscivoro e um dos principais predadores nos lagos de
varzea amazonicos (Ferreira et al., 2014; Freitas e Siqueira-Souza, 2009; Vital et al.,
2011). Sua dieta é composta, predominantemente de carne de presas, e seu ciclo
reprodutivo envolve a desova parcelada, com a reprodug@o ocorrendo no inicio do periodo
chuvoso. O processo de maturacdo sexual inicial ¢ alcangado por machos com 13 cm e
fémeas com aproximadamente 15 cm (Carvalho ef al., 2021; Santos et al., 2014).

A piranha vermelha ¢ caracterizada por possuir mandibulas robustas e dentes
pontiagudos, podendo atingir até 50 cm de comprimento total do corpo (Morais et al.,
2019). Sua alta abundancia, ampla distribui¢do e musculatura consideravel a tornam um
recurso significativo nos lagos da Baixada Maranhense (Piorski ef al., 2015). No entanto,
apesar de sua proeminéncia, as informagdes e estudos acerca da ecologia e historia dessa
espécie ainda sao limitados (Carvalho et al., 2021).

Recentemente, constatou-se a presenca de parasitos na espécie de peixe P,
nattereri da regido da Baixada Maranhense. Adquire ainda mais relevancia considerando
a importancia da piranha vermelha como um recurso alimentar amplamente consumido.
Contudo, ¢ importante salientar que as investigagdes que visam avaliar os impactos da
interacdo entre esses parasitos, o hospedeiro e o ambiente ainda permanecem em numero
limitado. A adocdo dessa abordagem ¢ de extrema importancia para a compreensao de
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como fatores bidticos e abidticos moldam a ecologia dos lagos e, por conseguinte, como
esses efeitos reverberam na comunidade, particularmente no que diz respeito aos

possiveis riscos para a saude publica (Takemoto et al., 2009).
3.4.3 Prochilodus lacustris (Steindachner, 1907)

O género Prochilodus, abundantemente encontrado no estado do Maranhdo, em
especial na regido da Baixada Maranhense, destaca-se como um dos grupos de peixes
com maior distribui¢do e diversidade de espécies nos principais rios da América Latina,
abrangendo paises como Colombia, Brasil, Peru, Venezuela, entre outros, com um total
de 13 espécies distintas (Flores-Nava ef al., 2010). As espécies pertencentes a esse género
desempenham papel significativo na cadeia alimentar, sendo a principal presa de peixes
carnivoros. Em seus estagios iniciais de desenvolvimento, alimentam-se de zooplancton,
enquanto na fase adulta, adotam habitos bentofagicos e detritivoros.

De acordo com Piorski et al. (2007; 2010) a espécie P. lacustris ¢ endémica nas
Bacias Maranhenses dos rios Parnaiba, Mearim e Tocantins. Encontrada ao norte da
regido da Baixada Maranhense, a espécie P. lacustris ¢ conhecida como “curimatd” pela
populagdo local e ¢ encontrada em abundancia nos lagos Acu e Viana, estando presente
nas atividades comerciais por apresentar interesses econdmico e ecoldgico por sofrer
pressdo da pesca chegando a ser quase 42,24% do volume total desembarcado (Oliveira,
2018).

A espécie tem se mostrado como boa bioindicadora de estresses ambientais, como
foi mostrado nos estudos de Cardoso et al., (2018); Oliveira et al., (2019) e Pereira, (2020)

no ecossistema de lago Agu, ambiente inserido na APA da Baixada Maranhense.

3.5 Diversidade de fauna parasitaria de peixes neotropicais

O parasitismo ¢ caracterizado como uma atividade de relagdo entre organismos
biologicamente diferentes (Pelegrini, 2018). Esses organismos estdo ligados por meio de
um estilo de vida em comum, que ocorre dentro de um determinado hospedeiro ou sobre
ele, no qual irdo se alimentar de tecidos, liquidos ou visceras (Levri, 1998). Além disso,
pode-se utilizar fatores como os danos causados ao hospedeiro, as dependéncias de
reacdes metabolicas desses parasitas em relacdo aos seus hospedeiros e a interacao desses
organismos com outras populagdes para definir a atividade parasitaria (Aratjo et al.,
2013). No entanto, a0 mesmo tempo em que essas relacdes podem ser benéficas, elas

também podem trazer prejuizos para os hospedeiros, como a redug¢do da aptidao,
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diminui¢do das taxas de nutrientes importantes para as atividades metabdlicas e
imunoldgicas do organismo, podendo até mesmo modificar o seu comportamento.

A composi¢do da fauna parasitaria presente nos peixes ¢ influenciada por uma
série de variaveis ambientais essenciais para sua sobrevivéncia (Diniz et al., 2022). Estas
variaveis incluem, mas nao se limitam a, flutuagdes nas taxas de pH, qualidade da agua,
producdo de matéria organica, concentracdes de amonia, disponibilidade de oxigénio
dissolvido e variagdes de temperatura (Pelegrini, 2018).

Além disso, em relagdo ao hospedeiro, fatores como comportamento alimentar,
fisiologia, idade e sexo desempenham papéis fundamentais nas interagdes parasitarias
(Tavares-Dias et al., 2014). Para os grupos de parasitos, a disponibilidade de larvas
infectantes, a presenga de hospedeiros intermediarios ou definitivos e as respostas
imunoldgicas desempenham um papel crucial. A interagdo entre o parasito e as respostas
imunes do hospedeiro, bem como a mortalidade do parasito, podem fornecer insights
sobre a natureza evolutiva das relagdes harmonicas e desarmdnicas entre 0s peixes € seus
parasitos (Pelegrini et al., 2022; Takemoto et al., 2004).

Nos paises tropicais e neotropicais, que t€m caracteristicas climaticas propicias a
rapida e constante propagacdo dos parasitos entre varios grupos hospedeiros (Tavares-
Dias et al., 2001), as enfermidades de origem parasitarias desempenham um papel
importante na sanidade dos peixes (Leonardo et al., 2001), sendo responsaveis por
comprometer o desempenho zootécnico, além de causar prejuizos aos produtores quando
se trata de grandes e pequenas pisciculturas e riscos a satde publica quando se tem
ecossistemas que abastecem comunidades (Lima; Leite, 2006; Silva, 2016). Um ponto
relevante se refere as doengas que atingem os peixes neotropicais, 60% dessas sdo
causadas por atividade parasitaria, sejam eles ectoparasitos, endoparasitos ou
hemoparasitos. Ainda, o desenvolvimento de enfermidades nos peixes pode ser um dos
primeiros resultados de desequilibrio na triade epidemioldgica (patogeno - hospedeiro -

ambiente (Martins et al.,2015, Pavanelli et al., 2002; Toranzo et al., 2004) (Figura 2).
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Figura 4. Fatores (suscetibilidade/ resisténcia, condi¢des socioambientais e
patogenicidade) associados a triade epidemiolégica.
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Fonte: Adaptado de Mundz e Fernandes por Oliveira (2023)
3.5.1 Ectoparasitos de peixes

Os ectoparasitos sd3o organismos que vivem externamente no corpo de um
hospedeiro, alimentando-se do seu sangue, tecidos ou fluidos corporais, muitas vezes sem
causar manifestacdes patogénicas (Dotta e Piazza, 2012). A presenca desses parasitos nos
organismos pode ser benéfica em alguns casos, porém, dependendo do grau de infestacao,
os hospedeiros podem sofrer com as atividades parasitarias. Algumas espécies possuem
um padrdo de distribui¢do diverso, variando de acordo com o local, enquanto outras sdo
mais restritas a certas regides geograficas (Tavares-Dias et al., 2015). No caso dos peixes,
um dos principais grupos de ectoparasitos encontrados sdo os crustaceos, incluindo os
braquitros, copépodes, isépodes e outros anfipodes, que apresentam comportamentos
semelhantes em relagdo ao hospedeiro. Em alguns casos, esses parasitos sdo oportunistas
ou facultativos (Eiras e Castro, 2017; Carvalho et al., 2020).

Esses organismos sdo geralmente encontrados, principalmente em ecossistemas

de 4guas doces e salobras, e precisam de um hospedeiro durante pelo menos uma fase do
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seu ciclo de vida (Mamani et al., 2004; Tavares-Dias ef al., 2015; Oliveira et al., 2017,
Neves e Tavares-Dias, 2019). Segundo Tavares-Dias (2015), as principais familias
encontradas desses ectoparasitos sdo Argulidae, Cymothoidae, Lernaeopodidae,
Lernaeidae e Ergasilidae que geralmente estdo nas branquias, narinas, cavidade oral ou
até mesmo no tegumento, nas regides das nadadeiras peitorais e dorsais.

A presenca de parasitos em peixes de ambientes naturais e em pisciculturas tem
sido um tema amplamente discutido entre profissionais da area. Os danos causados por
esses ectoparasitos vao além de simples infestagdes, incluindo lesdes graves nos tecidos,
alteragdes na reproducao, retardamento no crescimento e impactos no sistema
imunoldgico dos peixes (Mamani et al., 2004; Tavares-Dias et al., 2015; Oliveira et al.,
2017; Neves e Tavares-Dias, 2019). Esses impactos sdo observados tanto em ambientes
controlados, como em pisciculturas e ambientes naturais. Contudo, compreender a
interagdo e os impactos desses parasitos nos organismos de ambientes naturais ainda
representa um desafio significativo.

Devido a sua capacidade de reprodugdo e sobrevivéncia em ambientes degradados
e impactados, os parasitos desempenham importante papel na avaliagdo ambiental dos
ecossistemas (Aquino et al., 2014), sendo amplamente reconhecidos como modelos
indicadores de perturbagdes ambientais. Os ectoparasitos sdo, portanto, frequentemente
empregados no monitoramento bioldgico de ecossistemas aquaticos, pois reagem
diretamente a mudangas ambientais, estressores e variagdes nos pardmetros fundamentais
(Duarte, 2019). A presenca ou auséncia desses organismos, juntamente com sua
diversidade, proporciona informacdes relevantes sobre os fatores ambientais e a satde
dos ecossistemas, com implicagdes particularmente significativas para as comunidades

dependentes desses ambientes (Brown et al., 2015).
3.5.2 Endoparasitos de peixes

Os endoparasitos sdo organismos que vivem no interior do corpo dos peixes
estabelecendo uma relacdo parasitaria com seus hospedeiros (Azevedo, 2019). Esses
podem ser encontrados em visceras, cavidades gastrointestinais e musculatura, podendo
acarretar varios prejuizos imperceptiveis, sintomas leves, doengas mais graves ou até
mesmo altas taxas de mortalidade dos peixes dependendo da carga parasitaria e da
suscetibilidade dos hospedeiros (Montanha, 2019). Apresentam diversidade de espécies
e ciclos bioldgicos. Dentre eles encontram-se, trematddeos monogenéticos e digenéticos,
cestodeos, nematddeos, protozodrios e os acantocéfalos.
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Dentre esses grupos, os helmintos causam danos ao seu hospedeiro, gerando
prejuizos ao produtor ou desequilibrio ambiental. Grande parte deles, infecta os peixes
quando adultos, entretanto parte deles o faz em estagios larvais, o que pode afetar a
comercializacdo dos peixes, pois algumas espécies de nematoides podem chegar a
infectar acidentalmente seres humanos (Vanhove et a/.,2013).

No contexto brasileiro, atengdo significativa tem sido dada aos helmintos nas
bacias dos rios Amazonas, Parana e nas regides alagadas da Baixada Maranhense (Silva
et al., 2022). Essas regides sao notaveis pela intensa atividade pecudria, particularmente
bovina e bubalina, que contribuem para o ciclo bioldégico no hospedeiro promovendo a
eliminagdo desses parasitos através das fezes.

E importante destacar que a alimentacdo contribui na dindmica das atividades
parasitarias em peixes (Santos-Clapp et al., 2022). Peixes predadores de topo na cadeia
alimentar, por exemplo, como as trairas ¢ as Piranhas branca e vermelha, ambas
carnivoras, tém tendéncia a desenvolver infec¢cdes mais intensas de parasitos. Estudos
anteriores, como os conduzidos por Gomes (2021), Rodrigues et al. 2020, Santos et al.
(2017) e Silva et al. (2022), exploraram de que maneira as atividades parasitarias podem
impactar os hospedeiros, incluindo alteracdes nos tecidos hepaticos, renais e de outros

orgaos, com implicagdes para o funcionamento dos 6rgdos e a saude dessas espécies
3.5.3 Hemoparasitos de peixes

Esses parasitos, embora mais comuns em répteis, mamiferos e aves, estdo se
tornando presentes em peixes (Cardoso et al., 2017), frequentemente sem relagdes
patoldgicas significativas com seus hospedeiros (Bilhava, 2016). No entanto, certas
espécies de hemoparasitos tém potencial zoonotico, afetando tanto os peixes quanto os
grupos envolvidos em seu ciclo biologico. Eles podem induzir sinais clinicos, lesdes nos
tecidos, anemia e outros sintomas relevantes (Bilhava et al., 2023).

Além disso, alguns fatores predisponentes, como estresse, erros de manejo € a
presenca de outros grupos de parasitos e patdogenos, podem contribuir para o aumento do
potencial de patologias (Belem-Costa et al., 2021), que podem comprometer os
organismos além de representar um risco para a saude publica das comunidades que
consomem esse pescado. Portanto, ¢ essencial compreender e controlar a infeccdo por
hemoparasitos em ambientes aquaticos, visando garantir a qualidade e seguranca dos
ecossistemas lacustres que abastecem para consumo humano (Bilhava et al., 2023;
Campbell, 2004; Jacobson, 2007).
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Geralmente, a transmissdo desses parasitos requer a presenca de “vetores”
invertebrados, como artropodes, como € o caso dos parasitos isopodes, ou anelideos,
como ¢ o caso das sanguessugas. Esse vetor contribui no ciclo de vida desses parasitos,
atuando como hospedeiros intermediarios, permitindo a disseminacdo e infeccao dos
parasitos nos hospedeiros finais.

Os estudos sobre hemoparasitos enfrentam obstaculos devido a complexidade dos
ciclos de vida, a demanda por técnicas laboratoriais especializadas e a falta de
investimento em pesquisas nesta area especifica (Rodrigues, 2019). A diversidade de
espécies ¢ os diversos modos de infecgdo dos hemoparasitos tornam sua investigagao
desafiadora (Nascimento et al,2020). Entretanto, compreender a ecologia e a
epidemiologia desses parasitos ¢ fundamental para a satide e conservacao dos peixes, bem
como para a saude publica, devido aos riscos zoonoéticos associados a algumas espécies.
Portanto, € crucial ampliar e aprofundar as pesquisas nessa area, superando as barreiras
existentes e aprimorando as técnicas de filogenia e identificacdo molecular. Entre os
principais géneros de hemoparasitos encontram-se os hemosporideos (Plasmodium,
Haemoproteus e Leucocytozoon), tripanossomatideos e hemogregarinas (Bilhava ef al.,
2023; Telford, 2008).

Os hemosporideos sdo um grupo de protozodrios pertencentes a ordem
Haemosporida (SA, 2011). Sio considerados hemoparasitos intracelulares obrigatérios, o
que significa que dependem do sangue de seus hospedeiros para sobreviver e completar
seu ciclo de vida. Esses parasitas possuem um ciclo de vida complexo, que pode envolver
mais de um hospedeiro, incluindo um vetor que geralmente ¢ um organismo que se
alimenta de sangue, € um ou mais hospedeiros vertebrados (Picelli et al.,2020).

O ciclo de vida pode comecar quando um organismo infectado transfere o sangue
para outro hospedeiro, geralmente por meio da picada de um vetor. Durante essa
transferéncia, esporozoitos (estagio infectante) sdo injetados na corrente sanguinea do
novo hospedeiro. Em alguns casos, estes esporozoitos podem migrar para os hepatocitos
(células do figado), onde se multiplicam e se desenvolvem na forma de merozoitos
(Drovetski et al., 2014).

Os merozoitos sdo liberados do figado e entram na corrente sanguinea, onde se
multiplicam e causam sintomas nos hospedeiros. Parte dos merozoitos se desenvolve em
gametocitos, que sao células sexuais especializadas, permitindo a continuagdo da

transmissdo do parasita quando o hospedeiro ¢ novamente picado pelo vetor. Os
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gametdcitos sao ingeridos pelo vetor durante a alimentacdo, onde ocorre a fertilizagao e
a formagdo de esporozoitos, completando assim o ciclo de vida dos parasitas.

Ja os tripanossomatideos sdo protozoarios flagelados do género Trypanosoma
(Pinho et al., 2021). Segundo Sousa (2018), eles sdo conhecidos por serem agentes
etiologicos de importantes enfermidades humanas, principalmente a doenga de Chagas,
causada pelo Trypanosoma cruzi e a leishmanioses causadas por alguns distintos tipos de
Leishmania ross (Pinho, 2018). Estudos mostram que a partir de uma amostra de sangue
de mamiferos, encontra-se hemoparasitos ¢ em seguida em anuros ¢ depois em outros
grupos de animais (Eli et al., 2012).

Geralmente as espécies encontradas em peixes apresentam o corpo alongado com
extremidades bem afiladas, possui membrana ondulante ao longo do corpo e um flagelo
livre na sua extremidade anterior (Eiras, 1994; Molina et al., 2016). Possuem ciclo de
vida heterdéxeno que envolve um hospedeiro vertebrado ¢ um invertebrado (Jesus et al.,
2018). Os peixes sdo infectados pelos parasitos durante a troca de sangue do vetor com
hospedeiro, tendo sucessivas transformag¢des morfoldgicas como amastigota presente
ainda nos hirudineos, esferomastigota, uma forma transitoria, epimastigota e
tripomastigota que ¢ a forma final do ciclo (Molina et al., 2016, Smit et al., 2020).

Por fim, as Haemogregarinas sdo protozodrios intracelulares que afetam peixes,
apresentando complexo ciclo de vida envolvendo hospedeiro intermedidrio e definitivo
O'Donoghue, 2017). Os esporozoitos, liberados no sangue do peixe por vetores
invertebrados, invadem células sanguineas, proliferando-se em formas ameboides,
causando danos aos tecidos e orgdos, resultando em sintomas clinicos como anemia e
lesdes. Sua morfologia compreende formas alongadas e esporozoitos com caracteristicas
nucleares e apicais distintas (Ungari, 2017). A infec¢do por Haemogregarina prejudica o
desempenho, sobrevivéncia e reprodugao dos peixes, exigindo estudos para compreender
sua prevaléncia e impactos, visando a implementacdo de medidas adequadas de controle

para preservar a saude e o bem-estar dos peixes (Spencer et al., 2018).
3.6 Epidemiologia de parasitos em peixes e a saude publica

A presenga de parasitos em animais aquaticos e terrestres, tem sido relatada em
varias partes do mundo (Dias, 2013; Portz, 2013). As parasitoses que podem ser
transmitidas aos seres humanos por peixes podem ser grande problema de satide publica,
principalmente nos paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento (Baneth ez al., 2016;
Farias, Araujo, 2021; Andrade, Pinto & Oliveira, 2002), como ¢ o caso do Brasil e do
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estado do Maranhao que ndo possui grandes estratégias de controle sanitario nos
municipios que compdem a Baixada Maranhense.

Os peixes podem abrigar parasitos que representam riscos a satide humana,
geralmente transmitidos pela ingestao de peixes crus ou mal cozidos possuindo nele o
parasito infectante (Farias, Araujo, 2021; Masson; Pinto, 1998; Santos et al., 2017). No
entanto, ¢ importante destacar que nem todos os peixes estdo infectados por parasitos
prejudiciais aos seres humanos. A investigagao de patégenos com potencial zoondtico em
peixes ¢ fundamental, uma vez que uma parcela consideravel de doengas infecciosas
emergentes € reemergentes tem origem em ambientes silvestres (Bernal et al., 2023,
Lemos et al., 2017). Embora a maioria dessas doengas seja causada por agentes
bacterianos, tem havido um aumento nos registros de surtos provocados por diversos
grupos de parasitos, como mixosporideos, protozodrios, nematoides e crusticeos.
Portanto, a pesquisa nessa area € essencial para a compreensao e gestao dos riscos a saide
publica (Nascimento et al., 2021; Tavechio et al., 2018).

A alta concentracdo de peixes infectados e infestados por patdgenos,
potencializada pelo manejo inerente ao sistema, associado as baixas questdes sanitarias
do ecossistema facilitam na disseminagcdo desses patogenos, ocasionando surtos
epizoodticos tendo como consequéncia grande mortalidade de peixes e sérios problemas
ambientais (Pavanelli et al, 2002; Toranzo et al., 2004).

Essas parasitoses estdo associadas a problemas basicos de infraestrutura, questdes
sanitarias e até falta de conhecimento por parte da populagdo. Como resultado, os
municipios ou regides com concentragao de populagdo mais pobre, como observado na
regido da Baixada Maranhense, sdo negligenciados pelas autoridades governamentais e
pela sociedade em geral, ndo recebendo o investimento necessario para lidar de forma
eficaz com esses problemas. Como resultado, a populagdo que tem contato direto com as
parasitoses ndo possui acesso a servigos de qualidade, incluindo necessidades basicas
como agua potavel, saneamento adequado, cuidados de satde, tratamentos,
medicamentos, infraestrutura planejada e educacdo de qualidade.

Tanto o setor publico quanto as universidades tém um papel fundamental para
intermediar a solugdo desse problema. E responsabilidade deles trabalhar em conjunto
para alcancgar objetivos fundamentais para as comunidades, que estdo alinhados com as
metas estabelecidas pelas Organizagdao das Nagdes Unidas, como os Objetivos do

Desenvolvimento Sustentdvel (ODS). Esses objetivos incluem erradicacdo da pobreza
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(ODS 1), saude e bem-estar (ODS 3), educagao de qualidade (ODS 4) e acesso a agua
potavel e saneamento basico (ODS 6) (Aratjo et al., 2022) para essas regioes.

Ao abordar as parasitoses que podem afetar os seres humanos, ¢ importante
destacar que essas zoonoses sao dificeis de controlar devido aos vetores "reservatérios"
que ndo apresentam sintomas devido ao equilibrio existente. Isso torna a situagdo, ainda
mais complexa de resolver. Esse desafio se torna maior quando essas doengas afetam a
populagdo mais pobre, causando impactos significativos e contribuindo para o
subdesenvolvimento dessa populacao (Figura 3). Por exemplo, em regides onde familias
se dedicam a agricultura de subsisténcia ou criacao de animais, ¢ provavel que recebam

pouco pela sua produgdo, o que leva a uma situacdo em que o dinheiro obtido ¢

direcionado para suprir as necessidades basicas da familia.

Muitas vezes, essas necessidades basicas nao sao atendidas adequadamente,
resultando em uma alimentacdo deficiente e, como consequéncia, em deficiéncias
nutricionais que afetam as atividades fisioldgicas do corpo. Além disso, devido a alta
demanda de trabalho e a falta de investimento nas questdes basicas, como educagdo e

condicdes de higiene precarias, essas familias t€ém uma saude debilitada (Neves, 2016).

Figura 5. Impacto das zoonoses no ciclo da pobreza: Perspectiva da Organizagdo
Mundial da Saude Publica.
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Esses fatores aumentam a probabilidade de ocorréncia de doencgas nas populagoes,
uma vez que o sistema imunoldgico estd enfraquecido. No entanto, a falta de acesso a
assisténcia basica de satde e a incapacidade de arcar com os custos de tratamento ou
diagnostico agravam ainda mais a situagdo. Isso resulta em individuos cansados,
desnutridos e com capacidade de trabalho reduzida (Neves, 2016). Se essas pessoas
interrompem seu trabalho, correm o risco de até mesmo perder a vida devido a baixa

producdo, perpetuando o ciclo de pobreza (miséria, fome e doenga).

4MATERIAL E METODOS

4.1 Caracterizacao das areas de estudo

As areas de estudo estdo localizadas na Baixada Maranhense, uma na mesorregiao
norte do municipio de Concei¢cdo do Lago Acu, Maranhdo (Latitude: 3° 51' 20" Sul,
Longitude: 44° 52' 59" Oeste) e a outra na mesorregido norte maranhense, na microrregiao
do municipio de Viana, (Latitude: 3° 12' 26" Sul, Longitude: 44° 59' 57" Oeste). Ambas
possuem lagos do tipo varzea, ou seja, possuem duas épocas distintas, chuvoso e periodo
seco. A importancia dessas regides se baseia por servirem de subsidio para as
comunidades que vivem ao redor e por estarem inseridos na APA da Baixada Maranhense,
que é considerada uma Zona Umida de Importancia Internacional.

O Lago Viana ¢ o principal lago do municipio de Viana, com area de 1.166,745
Km? e populagdo de aproximadamente 52.852 habitantes (IBGE, 2021) (Figura 4). Com
extensdo de 99,44 Km?, o lago ¢ formado pela inundagdo do rio Pindaré (Cantanhéde et
al., 2016; Piorski et al., 2005) e ¢ classificado como um tipico lago de varzea. Sua regido
¢ caracterizada por uma grande area inundavel (MMA, 2011) que abriga comunidades
locais, atividades agricolas e agropecuarias, com destaque para a producdo de bubalinos,
bovinos e equinos de forma irregular (Serra, 2017). Esses fatores podem representar
desafios significativos para a preservacgao desses ecossistemas. Além disso, o Lago Viana
desempenha papel crucial como fonte de dgua para a hidrovia regional, abastecimento,

lazer da populagdo e fornecimento de alimentos (Franco, 2008).

38



Figura 6. Pontos de coleta no municipio de Viana, com destaque para o corpo hidrico
estudado Lago Viana, Area de Protecdo Ambiental da Baixada Maranhense, Maranhao,
Brasil.

O Lago Agu por sua vez, ¢ reconhecido como um dos maiores lagos de origem

natural do Brasil (Cardoso et al., 2019), sendo o segundo maior da América Latina,
abrangendo uma area de aproximadamente 122,38 Km? durante o periodo chuvoso e 118
Km? no periodo de estiagem. Sua formagao ocorre devido a variagao do nivel das dguas
do rio Grajau (Figura 5), que faz parte da Bacia do Mearim (Ibge, 2020). O lago
desempenha papel importante como centro pesqueiro no estado do Maranhao, tornando
Conceigdo do Lago Agu o principal produtor de camardo de adgua doce do estado e
exportador de pescado para outros municipios maranhenses e para o Para. Além disso, o
lago ¢ fonte vital de alimentos para a populagdo local, que conta com cerca de 16.559

habitantes (Ibge, 2021) (Imirante, 2002).
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Figura 7. Pontos de coleta no municipio de Concei¢ao do Lago A¢u com destaque para
o corpo hidrico estudado Lago Acu, Area de Protecio Ambiental da Baixada
Maranhense, Maranhdo, Brasil.

Tanto a regido do Lago Viana quanto a do Lago A¢u possuem padrdes climaticos
caracterizados por duas estacdes distintas: o periodo chuvoso, que ocorre entre dezembro
e julho, e o periodo de estiagem, que abrange os meses de agosto a novembro (INMET,
2018). Durante o periodo chuvoso que variam de 700 mm a mais de 2200 mm anual
(Nugeo, 2017), é comum ocorrerem enchentes nas areas proximas aos corpos d'dgua
devido ao aumento do volume de 4gua proveniente das chuvas. Esse fendmeno contribui
para a inundacdo de campos e areas adjacentes aos lagos, resultando em alteragdes

temporarias na paisagem e no ecossistema local.
4.2 Licen¢cas Ambientais e Comité de ética

Todos os procedimentos realizados seguiram as normas éticas estabelecidas pelo
Comité de Etica e Experimentagdo Animal (CEEA) do Curso de Medicina Veterinaria da
UEMA, conforme protocolo n® 022/2019 (Anexo 1). Além disso, foram obtidas as
licengas necessarias para a realizagdo do trabalho na Area de Prote¢io Ambiental da
Baixada Maranhense, concedidas pela Secretaria de Estado do Meio Ambiente e Recursos

Naturais (SEMA) sob os nimeros 301045/19 ¢ n® A18-2022 (Anexo 2). Também foi
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obtida a autorizacdo para a realizagdo de atividades com biodiversidade com finalidade
cientifica pelo Instituto Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade (ICMBio),
através do processo n° 69518-4 (Anexo 3). Todos os procedimentos foram realizados sob
a supervisao em conformidade com as normas de bem-estar animal estabelecidas na

Resolugao CFMV n° 1000/2012 ¢ na Lei 11.794/2008.
4.3 Coleta das amostras de agua e sedimento

Para a realizacdo das coletas foram estabelecidos trés postos de coleta, levando
em consideragao a distancia com centro urbano dos municipios para que pudesse ter maior
precisao dos dados coletados, foram nomeados como P1-ponto 1, P2- ponto 2 e P3- ponto
3 (Figura 6). As coletas ocorreram nos meses de novembro de 2021 e maio, junho e
novembro de 2022, respeitando os periodos de estiagem e chuvoso, sendo maio e junho

chuvoso e novembro estiagem.
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Figura 8. Pontos das coletas de dgua superficial, sedimento e peixes: Concei¢do do Lago
Acu (A) Lago Viana (B), Maranhado, com destaque os trés pontos de coleta: P1, P2 e P3.
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Os trés pontos do Lago Agu foram: P1 (3°50'.129"S; 44°54'04.2"), que esta sob
a influéncia direta da ocupacdo urbana, lancamento de esgoto doméstico e descarte “in
natura” de restos de peixes oriundos da comercializagdo pesqueira na margem do lago
(Figura 7 — A, B1 e B2); P2 ou ponto intermediario (3°49'14.6"S 44°55'02.6"), que se
localiza ao centro do corpo hidrico e P3 ou ponto afastado (3°47'55.0"S 44°51'53.1"), que

¢ mais afastado do porto e do centro urbano (Figura 7 - C).
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Figura 9. Pontos de coleta no Lago Agu: A) P1- Cais; B1 e B2) P2 - Ponto intermediario;
C) P3 -Ponto afastado; municipio de Concei¢do do Lago-Ag¢u, Maranh@o.

_— —
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Para o Lago de Viana, trés pontos foram selecionados seguindo o mesmo critério
de inclusdo: P1- (3°12'.219"S; 44°58'.276"); P2- (3°12'.551"S; 44°58'.316"); P3-
(3°12'.658"S; 44°58'.566").

Coletou-se trés amostras de agua e sedimento nos trés pontos determinados. Para
isso, utilizou-se frascos esterilizados de 500 mL para a coleta das amostras de agua,
realizada a uma profundidade de 80 cm abaixo da superficie (Figura 8 -B), conforme
descrito por Silva et al. (2021).

As amostras de sedimento foram coletadas com auxilio de draga escavadeira nos
mesmos pontos ¢ acondicionadas em caixas isotérmicas contendo cubos de gelo para
preservagdo durante o transporte. Todo o material coletado foi transportado para o
Laboratério de Microbiologia de Alimentos e Agua onde foram realizadas as analises

microbiologicas.
4.3.1 Andlise dos Parametros fisico-quimicos

Foram aferidos os pardmetros abidticos da agua in situ nos trés pontos, como,

condutividade elétrica uS/cm, temperatura (°C), pH, oxigénio dissolvido (mg/L) e
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salinidade com trés repeticoes em cada ponto a cada 5 minutos, totalizando nove

repeticdes com auxilio do medidor multipardmentro AK88 (Figura 8- A).

Figura 10. Medicao de parimetros de qualidade de dgua (A), coleta da dgua superficial
do lago de Viana para andlise de metais e microbioldgicas (B).

Fonte: Santos e Oliveira (2022)
4.3.2 Andlise microbioldgica da dgua

Para a analise microbiologica das amostras foi utilizada a técnica do substrato
cromogénico enzimatico para a determinagdo do niimero mais provavel (NMP) de
coliformes totais e Escherichia coli por meio do teste de Colilert-18, segundo Apha
(2005) e Silva et al., (2021). A andlise e interpretagdo dos dados aferidos seguiram as
Resolugdes do Conselho Nacional do Meio Ambiente — CONAMA N° 357/2005
(BRASIL, 2005) ¢ N° 430/2011 (Brasil, 2011).

Figura 11. Esquema metodoldgico de coleta de amostras da dgua dos lagos e a andlise
microbioldgica pelo método Colilert-18 INDEX.
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As leituras foram realizadas com auxilio de uma lampada ultravioleta (115 volts,
6hz, 20 AMPS) para deteccdo de E. Coli. O teste positivo para coliformes totais caso a
cupula manteve a coloracdo amarela e, para E. coli, quando exposto a luz ultravioleta
(Virgine et al., 2017) e os testes negativos com auséncia de coloragdo. Os resultados
foram expressos de acordo com a tabela NMP (Numero Mais Provavel em 100 mL de
agua), onde uma cupula positiva equivale a uma bactéria em 100 mL de dgua (Silva et

al., 2021).
4.3.3 Andlise de metais da dgua, sedimento e filé de peixe

Amostras de agua superficial, sedimento de fundo e musculo dos peixes das trés
espécies do estudo, foram enviadas para a empresa LIMNOS — Analises ambientais, para
determinagdo das concentragdes dos elementos Chumbo, ferro, manganés, selénio total,
cobre, mercurio, aluminio, arsénio, cadmio e aferir niveis dos nutrientes fosforo e
nitrogénio amoniacal que foram conservadas em temperatura -20°C, analisados por meio
de espectrometria de emissao Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES)
(Oliveira et al., 2018) (Figura 10) modelo IRIS/AP (Apha, 1998 ; Martins ef al., 2018).
Os resultados foram comparados com as legislagdes atuais do CONAMA N° 420/2009,
CONAMAN®454/2012 ¢ CONAMAN®357/2005 para agua e sedimento de fundo e
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria -~-ANVISA N° 685 e decreto N° 55.871 (Brasil,
1965). As analises e amostragem sdo certificadas na ABNT NBR ISO/IEC 17025:2017.

Figura 12. Esquema metodologico de coleta de amostras da 4gua, sedimento e musculo
de peixe dos lagos estudados.
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4.4 Coleta do material biologico

Foram coletados 240 individuos nos lagos de Viana e Lago Acu, sendo 20
exemplares de Prochilodus lacustris, 20 de Pygocentrus nattereri ¢ 20 de Hoplias
malabaricus para cada coleta realizada do total de quatro. Dessa forma, foram obtidas
120 amostras de peixes para o periodo de estiagem e 120 amostras correspondentes ao
periodo chuvoso. Os peixes foram capturados utilizando redes de pesca ou malhadeiras
com malhas variando entre 5 ¢ 10 cm, conforme descrito por Ferreira (2016) e Costa
(20006).

Dessa forma, selecionou-se as espécies nativas P. lacustris (Curimatd), P. nattereri
(piranha vermelha) e H. malabaricus (traira) (Figura 11) devido a sua abundancia, ampla
distribui¢do, constancia durante o ano e importancia nos municipios investigados, bem
como a taxa de desembarque significativa (Ferreira, 2016) nos Lagos A¢u e Viana. Além
disso, de apresentarem relevancia na pesca brasileira, tanto para subsisténcia quanto para
fins comerciais, por serem excelentes ferramentas para estudos parasitologicos e
ecotoxicologicos (Barros et al., 2007; Pessoa et al., 2013). A escolha desses organismos
para realizagdo dos estudos, permite uma melhor compreensao dos efeitos das substancias
genotdxicas e xenobidticas nos corpos hidricos.

Estudos anteriores realizados por Cardoso et al. (2018), Pereira (2020) e Soares
et al.,, (2021), Lima et al., (2022) e Lima et al., (2023) ja demonstraram na regido da
Baixada Maranhense a utiliza¢ao delas para andlises ecotoxicoldgicas. Prejuizos a esses
organismos podem resultar na desestruturagcao da composicao da fauna aquatica regional
e neotropical, causando problemas ecoldgicos significativos (Ribeiro et al., 1990; Taylor
et al., 2006). Portanto, a escolha dessas espécies para o estudo é de extrema importancia

para compreender e mitigar possiveis impactos ambientais nos lagos em questao.
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Figura 13. Espécimes utilizadas no estudo Prochilodus lacustris (A), Pygocentrus
nattereri (B) e Hoplias malabaricus (C) capturados nos Lagos Viana e Lago Acu,
Baixada Maranhense, Maranhao. Escala 5 cm.

Fonte: Oliveira, 2023
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4.1.1 Insensibilizagdo e eutanasia dos peixes

Apbs a captura, os peixes foram submetidos a sedagdo utilizando 75 mg L' de
Eugenol (6leo de cravo), que corresponde ao estagio II de sedagdo profunda, conforme
descrito por Jerdnimo et al., (2016). Em seguida, os peixes foram eutanasiados com
sec¢ao medular para a realizagdo de outros procedimentos de biometria.

Os dados biométricos, incluindo o comprimento total (Lt) e o comprimento padrao
(Lp), foram obtidos utilizando uma fita métrica, e o peso total (Wt) foi registrado com o
auxilio de uma balanca digital. Essas medidas foram realizadas em cada espécime

capturado nas areas de estudo, como ilustrado na Figura 12.

Figura 14. Demonstracio da andlise biométrica (comprimento total e padrdo) em
Prochilodus lacustris capturada nos lagos da Baixada Maranhense, Maranhao.

Fonte: Oliveira, 2023

4.5 Confeccio dos esfregacos sanguineos

Apos a coleta dos espécimes, procedeu-se a retirada do sangue dos peixes ainda
no campo, utilizando a técnica de pun¢ao caudal (Figura 13) (Pretto et al., 2014; Ranzani-

Paiva et al., 2013).

Figura 15. Procedimento de puncdo caudal para retirada do sangue dos espécimes.
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Fonte: Oliveir, 2023

Para a execucdo da técnica de pungdo caudal, utilizou-se uma seringa de 3,0 mL
com agulha de 25 x 0,7 mm. Previamente a punc¢do, umedeceu-se a agulha com acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) a 10% para evitar a coagulacdo do sangue. Em
seguida, retirou-se aliquotas de 3 mL de sangue, as quais foram armazenadas em tubos de
polietileno (eppendorf) de 1,5 mL. Essas amostras de sangue foram utilizadas para os

procedimentos de identificacdo molecular dos hemoparasitos (Figura 14).

Figura 16. Esquema metodolégico de puncdo caudal para retirada do sangue dos
espécimes com seringa, armazenamento das aliquotas e confeccdo dos esfregacos
sanguineos.
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(Diamond (1965); Borges (2016); Fenech.

Fonte: Oliveira, 2023

Além disso, confeccionou-se duas laminas de extensdo sanguinea a partir das

amostras de sangue.
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Posteriormente, foram coradas pelo método Rosenfeld modificado Tavares-Dias
e Moraes (2013) por quatro minutos em mistura de corantes, incluindo eosina, azul de
metileno May-Griinwald, Giemsa e Wright, diluidos em metanol absoluto. Em seguida,
as laminas foram colocadas em agua destilada durante seis minutos para a lavagem dos

residuos de corante.

4.6 Analise das Alteracoes Nucleares Eritrociticas (ANE) e Micronucleos (MN)

Analisou-se 4.000 eritrocitos por lamina confeccionada (duas laminas por peixe)
metodologia proposta por Campana et al. (1999) e Grisolia (2002) com adaptagdes. Para
a contagem dos microntcleos (MN) (Fenech, 2007; Fenech et al., 2003) e deteccao de
anormalidades nucleares eritrocitarias (ANE) (Carrasco et al., 1990) (Pacheco; Santos,
1997), com observagao feita por toda a extensdo das laminas.

Os diferentes tipos de ANE foram classificados nas seguintes categorias, de

acordo com a adaptagdo de Carrasco et al., (1990), Pacheco e Santos (1997) (Figura 15):

Figura 17. Esquema de classificacdo das Alteragdes Nucleares Eritrociticas (Carrasco et
al., 1990) e Micronicleo (Fenech, 2003).

Micronicleo Lobulado Binucleado Entalhado Segmentado
Precisa ser menor gue um Nicleos que apreseniam  Eritrdcitos que . Micleos com uma Niceos cuja estrutura
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principais; serem pDEquenas & gTEnCES nucleos  com tamanhos m forma de fenda bem  duas partes nitidamente
claramente separados do  projecies da membrana  Pelatvameme iguais, definida. separadas € delimitadas
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gslar no mesmo plano de
foco e 18T @ Imesma cor .

nuclear, podendo: formar
dois ou mals ldbulos
conectados .

pela membrana nuclear.

Fonte: Oliveira, 2023

4.7 Retirada dos 0rgaos para analise histologica

Apds a conclusdo dos procedimentos e a eutandsia dos espécimes capturados,
removeu-se os arcos branquiais, figado e rim, que foram fixados in situ em solucao de
formol a 10% por 24 horas, a fim de interromper o processo de autolise das células e
tecidos (Caputo et al., 2010; Neves et al., 2020). Em seguida, as amostras bioldgicas dos

orgaos foram clivadas, cortadas em dimensdes de aproximadamente 3 a 5 mm de
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espessura, para facilitar a penetracdo do fixador e a difusdo dos reagentes utilizados nas
etapas subsequentes do processamento histologico (Caputo et al., 2010).

Em seguida, apos clivados e colocados em cassetes, submeteu-se os arcos
branquiais a um processo de descalcificacdo em acido nitrico a 10% por 6 horas. Enquanto
1sso, os figados, apds serem retirados da solugao de formol a 10%, tratou-os com solugao
de alcool 70%. Em seguida, seguiram-se as etapas subsequentes: desidratagdo em banhos
de alcool (70%, 80%, 90% e 100%), diafanizagcdo em xilol, impregnacao e inclusdo em
parafina, para ambos os oOrgdos. E por fim, cortou-se os blocos em micrétomo,
produzindo segdes com espessura de Sum, que foram posteriormente coradas com
Hematoxilina e Eosina de Harry (HH&E) (Labmed, 2017). Para a leitura das laminas e a
descricao das lesdes dos 6rgaos, utilizou-se um microscopio de luz e as registrou por meio

de um fotomicroscopio de luz (Figura 16).

Figura 18. Esquema metodoldgico de confec¢do de laminas histopatoldgicas de 6rgaos
alvo (branquias e figado) de peixes.

Methodology for making a histopathological slide

Gill Liver Kidney i .
— ’ - -
Dehydration and clearing Inclusion Cut
dlcoot| | glcost| | lconl -
% | oE0% 90% \-"/
— E - L P
(Eleodl] | miair|  [xiord :/
| 100% | A
fixed in embedded in fabriccutin 5
formaldehyde 24h paraffin pm
Colo‘ring Fixation Observation
I ¢ Q ey
. j n\ug' il -- 1503 E .
. '.‘_".'.-_ "‘-’L"- = ] - E e | W -,, ;
Deparaffinization and hydration LN =
< - =
| Adapted from
0 ' u L._-_‘ v Poleksicand Mitrovie-
s N =N 1 o o Tutundzic (1994)
Hematowylian and eosin staining Fixation of coverslip with entellan

Fonte: Oliveira, 2023

4.7.1 Anélise do indice de Alteracdes Histopatologicas (IAH)

Apb6s o processamento dos oOrgdos realizou-se a leitura das laminas em
microscopio binocular de luz Zeiss, utilizando-se as objetivas 4x, 10x, 40x. As alteragdes

estruturais histoldgicas encontradas nas branquias, figado e rim dos peixes foram
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avaliadas e classificadas de forma semiquantitativa utilizando o Indice de Alteragio
Histologica (IAH), adaptado do método proposto por Poleksic e Mitrovic-Tutundzic
(1994). Esse indice permite avaliar a severidade de cada lesdo e classificar as alteragdes
em diferentes estagios.

No caso das branquias (Tabela 1) e figado (Tabela 2), as alteragdes foram
classificadas em fases progressivas de danos nos tecidos, representadas pelos estagios I,
IT e III. Essa classificagdo baseia-se na gravidade das lesdes observadas, permitindo uma
analise mais detalhada dos danos histoldgicos.

Através do Indice de Alteragdo Histologica, ¢ possivel quantificar e comparar as
alteragdes histologicas entre diferentes amostras e grupos de peixes, fornecendo
informagdes importantes sobre os efeitos de agentes toxicos, patdgenos ou outros fatores
nas estruturas dos o6rgaos estudados. Essa abordagem semiquantitativa contribui para uma
melhor compreensao dos impactos causados pelas doengas ou condigdes ambientais nos
peixes.

Os estagios descritos pelos autores sdo caracterizados por diferentes
caracteristicas:

 Estagio I: Sdo observadas alteragdes leves nos tecidos, as quais permitem a
recuperagdo da estrutura e func¢do caso haja uma melhoria nas condi¢des ambientais.
Essas alteragcdes ndo comprometem o funcionamento normal dos 6rgdos. No entanto, em
exposigoes prolongadas, ¢ provavel que as alteragdes progridam para o proximo estagio.

* Estagio II: Neste estagio, as alteracdes se tornam mais severas € comprometem
a funcdo dos tecidos, o que resulta em alteragdes mais pronunciadas. Isso leva a uma
deterioragdo significativa das fun¢des dos o6rgaos afetados.

 Estagio III: Esse estidgio ¢ caracterizado por alteracdes que ndo permitem a
restauracdo completa da estrutura normal dos tecidos, mesmo com a melhoria da
qualidade da agua ou o término da exposi¢ao aos agentes toxicos. Essas alteragdes sdo
consideradas irreversiveis. O comprometimento dos tecidos nesse estagio pode levar a

modificag¢ao das fungdes vitais e até mesmo a morte.
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Tabela 1. Classificacdo das alteracdes histoldgicas branquiais por adaptado de Poleksic
e Mitrovic— Tutundzic (1994).

Alteracdes histologicas em branquias Estagio

Congestdo dos vasos sanguineos

Levantamento do epitélio

Desorganizacao das lamelas

Hiperplasia do epitélio lamelar

Fusdo incompleta de varias lamelas I
Fusdo completa de lamelas

Dilatagao do seio sanguineo

Hipertrofia do epitélio

Parasito

Hemorragia e ruptura do epitélio lamelar

Hiperplasia e hipertrofia das células de muco

Hiperplasia e hipertrofia das células de cloro

Fusdo completa de todas as lamelas 1|
Espessamento descontrolado do tecido proliferativo

Rompimento de células pilares

Aneurisma lamelar
Telangiectasia lamelar 111
Necrose e degeneragao celular

Tabela 2. Classificacdo das Alteragdes histolégicas hepdticas por adaptado de Poleksic e
Mitrovic— Tutundzic (1994).

Alteracoes histologicas em figados Estagio

Nucleo na periferia da célula

Deformacgao do contorno celular

Hipertrofia celular

Hipertrofia nuclear Atrofia celular Atrofia nuclear I
Centro de Melanomacrofagos

Vacuolizagao

Vacuolizacao nuclear

Degeneracgao citoplasmatica

Hiperemia

Rompimento celular I
Estagnacgao biliar

Degeneragdo nuclear Esteatose

Necrose 11T

Para cada peixe, calculou-se o valor do Indice de Alteragdo Histologica (IAH)
utilizando a formula: ITAH=1 x > 1+ 10 x Y.II + 100 x Y'III, no qual I, II e III representam
o numero de alteracdes nos estagios I, II e III nas branquias e figado dos peixes,
respectivamente (Poleksic e Mitrovic-Tutundzic, 1994). E os classificou de acordo os

valores encontrados (Tabela 3).
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Tabela 3. Classificacio da severidade das lesdes por categoria de Indice de Alteracio
Histol6gica (IAH), segundo Poleksic e Mitrovic-Tutundzic (1994).

Valores do IAH | Categoria (Efeitos)
0-10 Funcionamento normal dos tecidos
11-20 Danificacoes leves para moderadas dos tecidos
21-50 Modifica¢des moderadas para severas dos
tecidos
51-100 Modificacdes severas dos tecidos
>100 Danificacgdes irrepardveis dos tecidos

4.8 Analise e morfometria de hemoparasitos

Além da observacdo dos micronucleos (MNi) e das anormalidades nucleares

eritrocitarias (ANE), também se realizou a caracterizacdo e quantificacdo dos

hemoparasitos encontrados nas laminas de esfregaco sanguineo. A caracterizagdo

morfoldgica dos tripanossomatideos, em particular do género 7rypanosoma, foi baseada

na classificagdo descrita por Diamond (1965), Molina et al., (2016), Telford Jr, (2016) e

Pinho (2018) como mostra na tabela 4.

Tabela 4. Caracteristicas morfologicas de hemoparasitos descritos por Diamond (1965)
e Molina et al., (2016).

MORFOTIPO

DESCRICAO

Morfotipo 1

Corpo achatado e em forma de folha;

Morfotipo 2

Corpo, em visdo frontal, achatado, mas ndo em forma de folha;
lateralmente apresenta regido anterior larga, a partir do cinetoplasto,
que vai se estreitando posteriormente;

Morfotipo 3

Corpo robusto; frontalmente comprimido e ovoide; lateralmente
robusto, eliptico, cerca de duas vezes mais comprido do que largo;

Morfotipo 4

Corpo alongado, extremidades estreitas

4.1: Cinetoplasto mais préximo do nicleo do que da extremidade
posterior;

4.2: Cinetoplasto mais proximo da extremidade posterior do que do
nucleo;

Morfotipo 5

Corpo esférico. Os demais hemoparasitos encontrados com menor
ocorréncia foram caracterizados com ajuda de especialistas e Telford
Jr (2016).

E posterior a classificacdo por morfotipo realizou-se as medi¢des com auxilio de

fotomicroscopio com a utilizagao do programa Leica Application Suite (LAS EZ) versao

3.3.0 (Copyright© 2016).

Primeiro selecionou-se os melhores exemplares, que possuiam estruturas nitidas,

e que fossem possiveis de realizar a mediag@o. Essas medidas foram realizadas pelos
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seguintes parametros: comprimento total do corpo (CC), comprimento padrdo (sem
flagelo), comprimento do flagelo livre (F), distancia da parte posterior até o nicleo (PN),
distancia da parte anterior até o nucleo (AN), largura do nucleo (LN), comprimento do
nucleo (CN), comprimento do cinetoplasto (CK), distancia do cinetoplasto a extremidade

posterior (PK) como mostra na figura 17.

Figura 19. Esquema de medi¢ao dos hemoparasitos do género Trypanosoma.

\c_c//

CcT

Fonte: Oliveira, 2023

Para outros protozoarios encontrados como no caso dos Haemogregarinas
realizou-se apenas a identificacdo morfologica, registro em forma de desenhos para
relatar o comportamento e as fases dos mesmos (Alhali ef al., 2023). E para ter maior
precisdo na identificagdo das espécies encontradas realizou-se procedimentos

moleculares.

4.9 Extracio do DNA metagenomico e PCR dos hemoparasitos

As amostras de sangue armazenadas em tubos previamente umedecidos com
EDTA 10%, foram conservados em temperatura -20°C e posteriormente submetidas a
extracdo de DNA para identificagdo molecular dos hemoparasitos com a utilizagdo do kit
GeneJET Genomic DNA Purification Thermo Scientific™) (Figura 18- 1), conforme
instrucdes do fabricante.

A concentragdo e qualidade do DNA extraido foram determinadas em

espectrofotometro e ajustadas com agua ultrapura para aproximadamente 500 ng/puL. A
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PCR (Figura 20- 2) foi realizada usando os seguintes primers especificos para o gene 18S
rDNA de tripanossomas:

B (5" CGAACAACTGCCCTATCAGC 3") el (5' GACTACAATGGTCTCTAATC
3") gerando um fragmento de aproximadamente 900 bp (Hamilton, 2012; Jesus et al.,
2018). E  também 188  rRNA  especifico de  tripanossoma, D
(5’ACCGTTTCGGCTTTTGTTGG-30) e I (5°GACTACAATGGTCTCTAATC 3°),
conhecido por amplificar uma regido de alto sinal filogenético de Davies et al., (2005) e
Smith et al., (2020).

As reacdes de PCR foram realizadas utilizando o volume final de 25 puL, composto
por 2,5 U de Platinum®Taq DNA Polymerase (Invitrogen), 1X de Buffer, 0,5 mM de
MgCl12, 1,25 mM de dNTPs, 200ng de cada primer, 10 a 50 ng/ul de DNA Os iniciadores
que serdo utilizados na amplifica¢do por PCR, 18S D e 18S I para 330 pb e 18S B e 18S
I para 900 bp as condi¢des de PCR foram as seguintes: desnaturacgao inicial a 95 -C por 5
min, seguido por 35 ciclos de 95 -C por 1 min, 50-52 -C por 1 min e 72 -C por 2 min, um

tempo de extensao final de 10 min a 72 -C).

Figura 20.Esquema da andlise molecular do DNA: Extracdo do DNA, Reacdo em cadeia
Polimerase; visualizacdo do DNA em gel de Agarose e Sequenciamento da amostra de
DNA.
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4.10 Coleta de Ectoparasitos e Endoparasitos

Os peixes passaram por inspe¢do macroscopica de sua superficie corpoérea para
observagao de ectoparasitos. Os ectoparasitos crustaceos foram retirados da superficie
externa do corpo, branquias e nadadeiras dos peixes e fixados em alcool a 70% (Neves et
al., 2017; Jeronimo et al., 2012; Tavares-Dias et al, 2015). Posteriormente, foram
clarificados com acido latico e identificados de acordo com Mousavi et al. (2011) e Soes
et al. (2010).

Com o auxilio de lupa estereoscopio, observou-se o sexo do parasito ¢ mediu-se
comprimento ¢ largura dos ectoparasitos para calcular o valor do fator relativo de
condicdo (Kn). O fator relativo de condicao ¢ calculado a partir da relagdo comprimento-
peso dos peixes, fornecendo informagdes sobre sua relagdo corporal e seu estado
fisiolégico com o ambiente no qual viviam (Satake et al, 2009). Realizou-se a
identificacdo dos parasitos utilizando chave dicotdomica de Lemos de Castro (1959),
Thatcher (1995, 1997, 2006, 2009) e Thatcher et al. (2009).

Apbs a disseccdo dos musculos, das visceras e gordura dos organismos, coletou-
se os nematoides, que foram colocados em solucdo salina a 0,65% e agitados para
remover impurezas e restos de musculatura dos peixes, e por fim conservados em alcool
70 (Mattiucci et al., 2020).

Para a identificacdo dos endoparasitos, eles foram submetidos ao processo de
desidratacdo em séries de alcool, incluindo concentragdes de 70%, 80% e 90%, por
aproximadamente trés horas (Oliveira ef al., 2020). Em seguida, desidratados em éalcool
absoluto durante uma noite. Os nematoides foram clarificados em creosoto € montados
em preparagao histoldgica semipermanente utilizando entellan, para a observagdo das
estruturas internas e a identificagdo, de acordo com os protocolos descritos por Moravec

(2001), Pardo et al., (2008) e Colorado et al., (2015).
4.11 Indices parasitolégicos

Para determinar a prevaléncia dos parasitos encontrados foram quantificados de
acordo com Jerdnimo et al., (2016) e calculados os indices parasitologicos de prevaléncia

e intensidade média conforme recomendado por Bush et al., (1997):

Taxa de prevaléncia = N° de peixes infectados x 100

N° de peixes analisados

57



Intensidade média = Quantidade de um parasito

N° de peixes infectados por aquele parasito

4.12 Analise estatistica

Os parametros foram submetidos aos testes de normalidade Shapiro-Wilk e
Kolmogorov- Smirnov e homogeneidade Levene. Para os resultados que atenderam aos
pressupostos de normalidade, foram aplicadas ANOVA fatorial para amostras
independentes. Nos casos em que os pressupostos nao foram atendidos, utilizou-se o teste
ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Valores de p < 0,05 foram considerados
significativos. A analise baseou-se na comparagdo entre as areas estudadas, as épocas
sazonais e as diferentes espécies de peixes.

Para a andlise das varidveis morfométricas dos hemoparasitos do género
Trypanosoma (CT, CC, CN, CK, F, BW, NW, KW, PK, NK), foi realizada uma
transformacgdo logaritmica para garantir a normalidade dos dados. Para verificar a
normalidade dos pressupostos, utilizou-se o teste de Anderson-Darling. A homogeneidade
dos pressupostos foi verificada pelos testes de Bartlett (para dados com distribui¢ao
normal) e Levene (para dados ndo normais). Para conduzir as analises, utilizou-se o teste
Anova Welch (Welch, 1951). Posteriormente, foram aplicadas a Analise de Componentes
Principais (PCA) e a andlise de cluster para analise multivariada, conforme Johnson e
Wichern (2007).

Além disso, foram calculados os indices parasitarios de prevaléncia, intensidade
média de parasitas e abundancia média de parasitas, de acordo com Bush et al., (1997),
para analise dos dados parasitologicos. Todos os testes foram realizados com um nivel de

significancia de 5% utilizando o software Statistica® 10.0.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados desta dissertacdo sdo apresentados em quatro capitulos. Os trés
primeiros capitulos correspondem a um artigo que foi ou sera submetido a um periddico
da area de Biodiversidade e ultimo ¢ uma revista fotografica.

O primeiro artigo aborda o uso de metodologias de biomarcadores histologicos e
genotdxicos em trés espécies de peixes dos Lagos Acu e Viana, expostos a contaminagao
de elementos tracos. Esse artigo sera submetido ao periddico “Science of the Total
Environment” area de Biodiversidade Qualis capes (2017-2020) avaliado A1 com fator
de impacto 9.8. Com normas de submissao:
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https://www.sciencedirect.com/journal/science-of-the-total-environment/publish/guide-

for-authors .

O segundo capitulo relata a primeira ocorréncia de Braga patagonica parasitando
Hoplias malabaricus no estado e faz uma correlagdo da atividade parasitaria com a
contante de condigdo Kn. Esse artigo foi submetido na “Revista Brasileira de
parasitologia Veterinaria” area de Biodiversidade Qualis Capes avaliado A2 e fator de

impacto 1.3. Com normas de submissao: http://rbpv.org.br/guia-do-autor .

O terceiro artigo avalia a diversidade de fauna parasitaria encontrada em trés
espécies de peixes encontrados em dois lagos amazonicos do Nordeste brasileiro. O artigo
sera submetido na revista “International Journal for Parasitology” area de Biodiversidade
Qualis Capes avaliado Al. Com normas para submissao:

https://www.sciencedirect.com/journal/international-journal-for-

parasitology/publish/euide-for-authors

Ultimo capitulo trata-se de uma Revista fotografica, que mostra de forma visual a
relacdo da conservacdo do Ambiente, as belezas naturais € os impactos ambientais

causados pelo homem no Lago Acu. O material foi publicado pela Editora UEMA.
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5.1 CAPITULO I:Avaliagiio de biomarcadores mutagénicos e histopatolégicos em
trés espécies de peixes neotropicais a impactos da poluicio por metais em lagos

da Amazonia Oriental, Brasil

Itallo Cristian da Silva de Oliveira!, Ingrid Caroline Moreira Lima', Denise Silva
Sousa', Natélia Jovita Pereira Couto®, Maria Gabriella da Silva Arafijo’, Vanessa
Takeshita*, Valdemar Luiz Tornisielo*, Elmary da Costa Fraga®, Débora Martins Silva
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Universidade Estadual do Maranhao, Caxias, Brasil

Autor correspondente: E-mail: itallo0006cristian@gmail.com; Tel: (55) 98996142205

Highlights

1- Os metais toxicos em dagua, sedimento e musculo dos peixes apresentaram
quantidades significativas neste estudo.

2- A presenca dos metais Pb, Cd, Al, Fe, Ar e Se induz a modificagdes fisiologicas
dos peixes, formacdo de microntcleos (MN) e outras alteragdes nos eritrocitos e
alteragdes histoldgicas nas branquias e figados.

3- A variagdo sazonal interfere na acumulacdo e no efeito dos metais sob os peixes
4- Biomarcadores histopatologicos em branquias e figado e Teste do micronucleo

sdo uteis para avaliagdo de ambientes aquaticos poluidos.
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Resumo

Altas demandas de poluentes como os metais nos ecossistemas aqudticos, principalmente
vindos de esgoto in natura e produtos quimicos como agrotéxicos, limpeza e cosméticos,
tornou-se uma ameaca a satude deles e a saide publica. E os peixes sdo os principais alvos
desses poluentes, uma vez que necessitam de ambientes aqudticos para sobreviver. Dado
o alto consumo dessas espécies, o estudo avaliou a qualidade ambiental de dois lagos da
Area de Protecdo Ambiental da Baixada Maranhense, Nordeste brasileiro, por meio de
respostas dos biomarcadores histolégicos em 6rgdos alvo e genotéxicos com o Teste do
Micronticleo nas trés espécies mais consumidas dessas regides. Realizou-se duas coletas
para cada lago, sendo cada coleta em periodo sazonal diferente (estiagem e chuvoso). In
situ, verificou-se os parametros ambientais da dgua (pH, temperatura, salinidade e
condutividade elétrica), coletou-se amostras de dgua, sedimento e muisculo de peixes para
quantificacdo de elementos tracos. O total de 240 peixes (Hoplias malabaricus,
Pygocentrus nattereri € Prochilodus lacustris) foi coletado para realizacdo do Teste de
micronucleo e andlise histopatoldgica das branquias e figado para verificar alteracOes a
nivel celular e tecidual. Foram encontrados metais Al>Fe>Cu>Mn>Pb>Hg>Se e
Al>Fe>Mn>Cu>Pb>Hg>Se em dgua e sedimento, respectivamente. As espécies
coletadas também apresentam concentracdoes de metais com maiores concentracdes no
periodo de estiagem. Houve diferenca significativa p<0.05 para MN, maiores no periodo
de estiagem para os dois lagos e para as trés espécies, 0.8% para Hoplias malabaricus,
0.4% Pygocentrus nattereri e 0.6% Prochilodus lacustris. As alteracdes nucleares
eritrociticas apresentaram mais expressivas durante o periodo chuvoso com destaque para
entalhado. Encontrou-se alteracdes histoldgicas nas branquias e figados dos exemplares
avaliados, com maiores IAHs para o periodo de estiagem. Houve diferenca estatistica em
branquias apenas para Pygocentrus nattereri p<0.0001 e para figado em Prochilodus
lacustris p<0.0001 no Lago Acu e Pygocentrus nattereri p=0.049 no Lago Viana. Ainda
houveram correlacdes dos metais encontrados nas amostras de d4gua e sedimento com as
alteracdes nucleares eritrociticas, mostrando que as elevadas concentracdes de metais
nesses ecossistemas podem afetar a sanidade dos peixes. Dessa forma, conclui-se que os
biomarcadores sdo 6timas ferramentas para programas de biomonitoramento de qualidade
ambiental de ecossistemas aquaticos

Palavras-chave

Monitoramento Ambiental; metais pesados; estresse oxidativo; micronucleo; indice

histolégico.
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1 Introducao

Devido a importincia dos recursos hidricos para a manutencdo da vida, é
indispensavel discutir sobre a qualidade da dgua, uma vez que diversos ecossistemas
aqudticos estdo em processo de degradacdo, com niveis elevados de substancias organicas
e inorganicas prejudiciais a saide humana, ao equilibrio ecolégico e a biologia dos
organismos (Silva, 2019). Abordar essa problemdtica, ndo apenas ressalta a urgéncia da
preservacdo, mas também contribui com as metas dos Objetivos do Desenvolvimento
Sustentdvel da Organizacao das Nacdes Unidas (ONU), fortalecendo assim a necessidade
de acdes sustentdveis para assegurar a saide dos ecossistemas aqudticos, os quais estdo
sob exposicao direta as atividades antrdpicas.

Dentre os principais poluentes identificados nesses ecossistemas, destacam-se os
metais toxicos, provenientes principalmente dos efluentes domésticos e industriais,
produtos de limpeza, agrotoxicos utilizados nas atividades agricolas e os rejeitos da
exploracdo mineral (Castaldo et al., 2020; Kakade et al., 2020).

Essas fontes de poluicdo liberam quantidades significativas de Cd, Pb, Al, Cr e
Cu, excedendo os limites estabelecidos pelas legislacOes braisleiras. Esses elementos sdo
introduzidos nos ecossistemas, principalmente por meio de combustiveis a base de
petroleo, tinturas utilizadas em embarcagdes, roupas e cosméticos e descarte inadequado
de eletronicos (Bakshi e Panigrahi, 2018). E quando diluidos em 4gua, tendem a acumular
na cadeia tréfica, nao s6 em peixes, mas também nas comunidades que dependem desses
ecossistemas.

Os metais t€m uma relacao forte com a ecotoxicologia, pela sua toxicidade para
seres humanos, plantas (Jaishnkar et al., 2014) e também para organismos aquaticos
quando bioacumulados por meio de membranas lipofilicas, como nas branquias e figado
dos peixes, por exemplo (Arisekar et al., 2020). A partir dessa exposicao, os efeitos vao
desde reatividade autoimune (Hemdan er al., 2007), estresse oxidativo em niveis
enzimaticos e celulares (Chowdhury e Saikia, 2020), forma¢ao de microndcleos (MN)
(Fenech et al., 2007) e outras alteragdes eritrociticas (ANE), além de modificacdes
histologicas nos orgdos-alvo (Lima et al., 2024). As variagdes nos parametros
ecotoxicoldgicos constituem bons indicadores nas modificacdes das massas de dgua
contaminadas, principalmente por metais toxicos. Essas variagdes podem ser

influenciadas pelos periodos sazonais ou diferentes localidades.
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A vista disso, a ecotoxicologia tem sido utilizada para contribuir no
monitoramento de impactos ambientais (Cardoso et al., 2018; Soares et al.,2020) por
meio do biomonitoramento de ecossistemas aquéticos do nivel espécie até comunidade.
A partir disso, sdo utilizados biomarcadores de efeito genotdxico como a aplicagdo do
teste do microntcleo (Hussain et al., 2018) e histolégicos por meio da histopatologia,
ferramentas eficazes para diagnosticar o grau de impacto da polui¢do na sadde dos
ecossistemas (Castro et al., 2018; Nimet et al., 2018; Soares et al., 2020).

A utilizacdo dessas técnicas, como a histopatologia, que revela as modificagdes
nos tecidos causados pela exposi¢do de poluentes resultando em alteragdes patoldgicas
especificas, como inflamacao, necrose e aneurismas. (Correia et al., 2020; Kosti¢ et al.,
2017) e o teste do micronicleo que avalia os danos no material genético, fragmentos
cromossOmicos nao incorporados durante a divisdo celular, fornecem uma base cientifica
sOlida para a tomada de decisdes relacionadas a gestdo ambiental, regulamentagdo e
implementacdo de praticas de conservagao.

Essa abordagem integrada junto a outras metodologias fisicas, quimicas e
ambientais, ndo apenas oferece uma visdo abrangente da susceptibilidade a substancias
téxicas (Beghin et al., 2022), mas também aprofunda nosso entendimento dos efeitos
adversos causados pelos poluentes nos ecossistemas aquaticos.

Para investigar os efeitos dos poluentes, utiliza-se os peixes como modelos
bioldgicos (Hussain et al., 2018), sendo reconhecidos por sua relevancia na avaliacdo da
qualidade ambiental (Oliveira et al., 2019; Pawar, 2012; Silva, 2019) por ocuparem
diferentes niveis tréficos e bioacumular contaminantes da dgua e sedimento, mostrando
os impactos ambientais nos eritrécitos e 6rgaos relacionados aos processos metabdlicos
(Brito e Luz, 2015; Soares et al., 2020).

As espécies Hoplias malabaricus (Bloch, 1794), Prochilodus lacustris
(Steindachner, 1907) e Pygocentrus nattereri (Kner, 1858) sdo nativas e predominantes
nas principais bacias da América do Sul. Sdo também as mais consumidas e
comercializadas na Baixada Maranhense, conforme Cardoso et al. (2018), Oliveira et al.
(2019) e Pereira (2020). Com habitos alimentares distintos, essas espécies apresentam
ampla distribuicdo nas areas alagadas da Baixada Maranhense (Volcan et al., 2012),
revelando uma notédvel capacidade adaptativa as variadas condicdes hidroldgicas dessa
4rea, a qual é internacionalmente protegida pela Convencdo sobre Zonas Umidas de
Importancia Internacional, conhecida como a Convengao de Ramsar (Maranhao, 1991),

um tratado firmado entre 171 paises para conservacao de ecossistemas tnicos do mundo.
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Apesar de sua significincia internacional, os lagos Acu e Viana carecem de
programas sistematicos de biomonitoramento utilizando biomarcadores (Cardoso et al.,
2018; Oliveira, 2020; Soares et al., 2020). Diante dessa lacuna, avaliou-se a qualidade
ambiental nos lagos da Area de Protecdo Ambiental da Baixada Maranhense, Amazdnia
Oriental por meio da andlise de biomarcadores genotdxicos e histolégicos em branquias
e figado de trés espécies nativas dessas areas. Além disso, determinou-se o acimulo de
metais na 4gua, nos sedimentos e musculo dos peixes. Testou-se a hipdtese que os peixes
podem acumular diferentes concentragdes de metais dependendo da sua posi¢ao na cadeia
tréfica e se as espécies utilizadas s@o boas bioindicadoras de qualidade de ecossistemas
aquéticos impactados. Por fim, comparou-se a influéncia dos fatores ambientais abiéticos
da 4gua nos diferentes periodos sazonais. Com o propdsito de contribuir para o
aprimoramento de estratégias de monitoramento ambiental e preservacdo dos

ecossistemas aqudticos da Amazonia Oriental.

2 Material e Métodos
2.1 Area de estudo

Neste estudo, foram monitorados dois lagos localizadas na regido norte do estado
do Maranhio, Nordeste brasileiro, que se encontram dentro da Area de Protecio
Ambiental da Baixada Maranhense, uma Zona Umida de Importincia Internacional
(MMA, 2022) e possui uma drea de 17.775 hectares (Cardoso et al., 2018). Uma delas
com 4rea de 122.38 Km?est4 situada no municipio de Conceicdo do Lago Acu (Latitude:
3°51° 207 S, Longitude: 44° 52° 59°” O) (Figura 1 A) formada pelas variacdes nos niveis
do rio Grajat, enquanto a outra possui 99.44 Km? e encontra-se em Viana formada pela
inundacao do rio Pindaré, (Latitude: 3° 12' 26" S, Longitude: 44° 59' 57" O) (Figura 1 B)
(Cantanhéde et al., 2016, Limeira-Filho et al., 2023)

Ambos ecossistemas integram a bacia do Mearim, sendo classificadas como lagos
de vérzea, com duas fases distintas: um periodo de dguas altas que ocorre entre 0s meses
de dezembro e julho (época chuvosa), e um periodo de dguas baixas que vai de agosto a
novembro (época seca) (Funo et al, 2010; Maranhdao, 2011) com precipitacdao
pluviométrica média anual de 700 mm a 2200 mm (Maranhao, 2016). No qual, predomina
clima equatorial com poucas variacdes sazonais. Entretanto, a amplitude térmica anual

para essa regido tende a ser maior na regido interior do que as continentais. As
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temperaturas médias anuais variam de 20,8°C a 30° entre as estacdes seca e chuvosa,
caracteristicas do clima tropical (Maranhao, 2013).

A coleta de peixes, dguas e sedimentos ocorreu ao longo de um ano, abrangendo
o periodo de novembro de 2021 a novembro de 2022, com o objetivo de realizar andlises
de metais e biomarcadores. Durante esse intervalo, quatro coletas distintas foram
realizadas, cobrindo tanto a estagc@o seca (novembro de 2021 e novembro de 2022) quanto

a estacdo chuvosa (maio e junho de 2022).
2.2 Coleta das amostras de agua, sedimento

Para a realizacdo das coletas, foram estabelecidos trés postos de amostragem para
o Lago Viana (P1: 3°12'.219"S; 44°58'.276", P2: 3°12'.551"S; 44°58'.316" e P3:
3°12'.658"S; 44°58'.566") (figura 1 A) e trés postos de amostragem para o Lago Acu (P1:
3°50'.129"S; 44°54'04.2", P2: 3°49'14.6"S; 44°55'02.6" e P3: 3°47'55.0"S; 44°51'53.1")
(figura 1 B). A escolha dos postos de amostragem levou em consideracdo a distancia em
relacdo aos centros urbanos dos municipios 3.9 km do ponto 1 ao ponto 2 e 3.4 km do

ponto 2 ao ponto 3.
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Figura 1. Pontos das coletas de dgua superficial, sedimento em Concei¢do do Lago Agu
(A) Lago Viana (B), Maranhdo, com destaque os trés pontos de coleta: P1, P2 e P3.
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As amostras de d4gua foram coletadas a uma profundidade de 80 cm, em garrafas
de vidro previamente submetidas a lavagem com 4cido nitrico, sendo coletado um volume
de 1L de agua por ponto amostral (Silva et al., 2021). Enquanto que, as amostras de
sedimento foram coletadas a uma profundidade de 3 cm do solo nos lagos, em cada ponto,
com o auxilio de uma draga de sedimento em aco inoxiddvel. Em seguida, foram
acondicionadas em sacos de polietileno, devidamente identificados e selados, para
posterior transporte ao laboratdrio em caixas isotérmicas (Kontchou et al., 2020).

Foram quantificados os metais chumbo (Pb), ferro (Fe), manganés (Mn), selénio
total (Se), cobre (Cu), mercurio (Hg), aluminio (Al), arsénio (Ar) e cddmio (Cd) nas
amostras coletadas utilizando a técnica de espectrometria de emissao 6ptica com plasma

indutivamente acoplado (ICP OES), modelo IRIS/AP (Oliveira et al., 2018). Os
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resultados foram submetidos a comparacdo com as legislacdes brasileiras vigentes do
(CONAMA N°420/2009, CONAMA N° 454/2012 e CONAMA N° 357/2005) para dgua
e sedimento e (ANVISA N°42/2013) e European Union Food Contaminant Limit
Standard (2006) (Apha, 1998; Martins, Hoff Brait & Santos, 2018).

Adicionalmente, pardmetros de qualidade da dgua, como pH, salinidade (Sal),
condutividade (CE puS/cm) e oxigénio dissolvido (OD em mg/L) foram aferidos in situ

utilizando sonda Multiparametro AK88 (Novais et al., 2023)

2.3 Coleta das espécies biomonitoras

Coletaram-se o total de 240 exemplares de peixes, 20 individuos de Prochilodus
lacustris (curimatd), 20 de Pygocentrus nattereri (piranha- vermelha) e 20 de Hoplias
malabaricus (traira). Isso resultou na obten¢do de 120 amostras de peixes durante o

periodo de estiagem e 120 amostras correspondentes ao periodo chuvoso.

Essas espécies foram escolhidas devido a abundincia, ampla distribuicdo e
importancia para os municipios estudados, bem como a taxa de desembarque significativa
nos ecossistemas durante o ano (Ferreira, 2016). Além disso, essas espécies possuem
relevancia na pesca brasileira, tanto para subsisténcia quanto para fins comerciais, e serem
excelentes biomonitoras para estudos ecotoxicoldgicos (Lima et al., 2024; Soares et al.,
2020, Cardoso et al., 2019; Pessoa et al., 2013). A captura dos peixes deu-se por meio
redes de pesca e malhadeiras com malhas variando entre 5 e 10 centimetros (Ferreira,
2016; Costa, 2006). Posteriormente, submetidos a sensibilizacdo de 125 mg/L. de Eugenol
(6leo de cravo), que corresponde ao estdgio II de sedacao profunda (Santos et al., 2016).
Em seguida, os peixes foram eutanasiados para a realizacdo de procedimentos adicionais
de biometria, incluindo a medicdo do comprimento total (L.t) e do comprimento padrdao
(Lp) com o uso de um paquimetro, além do registro do peso total (Wt) com uma balanca

digital.
2.4 Coleta de sangue e confecciao das laminas

Com o auxilio de uma seringa umedecida com Acido Etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) a 10%, foi empregada a técnica de pungdo caudal para a coleta de sangue,

conforme descrito por Ranzani-Paiva et al. (2013). Subsequentemente, foram preparados

dois esfregacos sanguineos por peixe, os quais foram corados com azul de metileno May-
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Griinwald, Giemsa e Wright, seguindo a metodologia proposta por Tavares-Dias e

Moraes (2013).

2.5 Analise do Microntcleo (MN) e Alteracoes Nucleares Eritrociticas (ANE)

Para a andlise de MN (Microntcleos) e ANE (Alteracdes Nucleares Eritrociticas),
contou-se 4.000 eritrécitos por ldmina (Campana et al., 1999; Grisolia, 2002 e 2009) em
microscopio O6ptico. Considerou-se micronticleo apenas nos eritrécitos com as
membranas celulares e nucleares intactas, com coloracdo e estrutura semelhante a
cromatina, com tamanho de até 1/3 do nucleo principal e sem ligacdo com o nucleo
principal (Fenech, 2007; Fenech et al., 2020). Para a detec¢do das alteracdes nucleares
eritrociticas (ANE), os eritrocitos foram classificados nas seguintes categorias: lobulados,
binucleados, entalhados e segmentados (Figura 2), de acordo com a adaptacdo de
Carrasco et al. (1990) e de Pacheco & Santos (1997), observadas em toda a extensao

sanguinea.

Figura 2. Esquema para a classificagdo de Microntcleos (Fenech, 2003) e Alteracdes

Nucleares Eritrociticas (Carrasco et al., 1990).
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2.6 Analise Histopatoldgica de 6rgaos-alvo

Amostras de branquias e figado dos peixes foram fixadas em solucdo de
formaldeido a 10% por 24 horas (Caputo et al., 2010; Neves et al., 2020). Em seguida, as
amostras foram clivadas e cortadas em dimensdes de aproximadamente 3 a 5 mm.
Adiante, os arcos branquiais foram submetidos a um processo de descalcificacdo em acido
nitrico a 10% por 6 horas. Enquanto isso, os figados, apds serem retirados da solucao de
formol a 10%, trataram-nos com solu¢do de alcool 70%. Logo apds foram desidratados

em banhos de 4lcool (70%, 80%, 90% e 100%) diafanizados em xilol, impregnados em
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parafina. Secc¢des foram fatiadas em micrétomo Leica® RM 2125RT com Sum e coradas
com Hematoxilina e Eosina de Harry (HE) e observados em fotomicroscépio.

Calculou-se o Indice de Alteragdes Histolégicas (IAH) como uma métrica para
avaliar a severidade das lesdes e classificar as alteracdes histoldgicas em diferentes
estdgios, de acordo com a metodologia proposta por Poleksic e Mitrovic-Tutundzic
(1994). Os estagios s@o definidos da seguinte forma: Estdgio I: alteracdes histolégicas
que ndo comprometem o funcionamento normal dos tecidos; Estagio II: alteragdes mais
severas que afetam o funcionamento normal dos tecidos; e Estdgio III: alteracdes ainda
mais graves, e que os danos sdo irreversiveis.

Por fim, o célculo do IAH foi realizado por meio da equacdo matemaética: [AH =1
X 3T+ 10 x Y1+ 100 x Y1, em que Y 1, > 1T e Y III representam o somatério do nimero
de alteracdes nos estdgios I, II e III, respectivamente, observadas nas branquias e figado
dos peixes. Essas alteracOes histologicas sdo categorizadas de acordo com o valor
encontrado para o IAH em cinco classes de gravidade: 0-10: Indica que os tecidos mantém
um funcionamento normal; 11-20: Reflete danos leves aos tecidos; 21-50: Sugere danos
moderados aos tecidos; 51-100: Indica danos graves nos tecidos. >100: Aponta danos
irreversiveis nos tecidos.

2.7 Analise Estatistica

Os dados foram submetidos aos testes de normalidade Shapiro-Wilk e
Kolmogorov—Smirnov e homogeneidade Levene. Para os resultados que atenderam aos
pressupostos de normalidade, foram aplicadas ANOVA FATORIAL para amostras
independentes para determinar significancia em diferentes estacoes e por lagos. Nos casos
em que os pressupostos nao foram atendidos, utilizou-se o teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis. Valores de p < 0,05 foram considerados significativos. Dados de
qualidade de dgua, metais em dgua e sedimento e dados biométricos foram expressos
como média + desvio padrao (DP). Ainda se realizou teste de correlacio, considerado
significativo com p<0,05, correlacdo de Spearman entre os valores de médias de metais e
as alteragdes eritrociticas. Todas as andlises estatisticas e graficas foram realizadas no

software R Studio 2023.

3 Resultados

3.1 Caracteristicas fisico-quimicas da agua
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As varidveis fisico-quimicas estdo demostradas na Tabela 1. Em particular, as
variaveis temperatura, pH e condutividade revelaram diferencas estatisticas significativas
(p<0,05) ao longo dos periodos sazonais.

A concentragdo de oxigénio dissolvido exibiu variag¢do, oscilando entre 3.60 + 0.25
mg/L durante o periodo chuvoso e 7.83 +0.83 mg/L durante a estiagem. Para o Lago Acu
no ponto 1 de estiagem, a média foi de 4.36 + 0.11. Em contrapartida, para o Lago Viana,
destacou-se o valor relativamente baixo no ponto 1, durante o periodo chuvoso, com
média de 3.60 + 0.25. Valores esses abaixo do sugerido nas legislagdes nacionais.

A temperatura variou de 27.66 £ 0.37°C a31.6 £0.04°C (Tabela 1), apresentaram
médias mais elevadas no periodo de estiagem demonstrando diferencas estatisticamente
significativas (p=0.042) entre os periodos sazonais, mas nao entre os diferentes lagos.

Os dados de pH evidenciaram diferencas estatisticamente significativas (p=0.039)
tanto entre os periodos sazonais quanto entre os lagos investigados. No periodo chuvoso,
observaram-se valores abaixo dos limites estipulados pela resolu¢io (CONAMA357/05),
registrando 4.66 + 0.01 no ponto 3 do Lago Viana. Durante a estiagem, todos os pontos
estavam abaixo do permitido, incluindo o ponto 3 apresentou um pH de 4.64 + 0.1 pH
mais dcido. Em contrapartida, os valores de pH para o Lago Acu permaneceram dentro
do estabelecido pelo CONAMA, variando de 7.13 + 0.3 durante a estiagem a 9.4 + 0.1 no
periodo chuvoso.

Foi observada uma diferenca significativa nos valores de condutividade elétrica
(CE) entre os periodos de estiagem e chuvoso (p=0.034). Durante a estiagem, a CE atingiu
356.8 + 0.35 uS/cm, enquanto no periodo chuvoso variou para 87.83 + 0.15 uS/cm. Vale
ressaltar que, no Lago Acu durante a estacdo chuvosa, os valores foram menores. Em
contraste, tanto no periodo chuvoso quanto na estiagem, o Lago Viana apresentou valores
superiores a 350 uS/cm. Os valores de salinidade ndo apresentaram diferencas estatisticas
significativas, variando entre 0.05 +0.00 e 0.14 + 0.0 ppt, em conformidade com o padrao
estabelecido pelo CONAMA, que define um limite de 0,5% para as amostras de dgua da

classe 2.
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Tabela 1. Média e desvio padrio dos pardmetros fisico-quimicos monitorados nos lagos Acu e Viana, Area de Protecio Ambiental do Maranhio,

Brasil.

Parametros
ambientais
da agua

DO (mg/L)

T (°C)

pH

EC (uS/cm)

Sal (ppt)

Lago Acu - junho/22

P1

6.2 +
0.5534

27,66+
0.373A

7.8 +
0.31bA

100.73%
4.90pA

0.05 +
0.034

P2

6.56 +
1.412A

28.96 +
0.3534

7.13
0.35bA

87.83 =
0.15bA

0.03+
0.0034

P3

6.56 +
0.4934

30.46 £

0.25%A

7.53 +
0.15bA

211.6+
11.91bA

0.09 +
0.1534

Periodo Chuvoso

Lago Viana - maio/22

P1

3.60 +
0.253A%

2733 £
0.292A

5.26 +
0.11°8

356.6 =
0.33bA

0.04 +
0.0034

P2 P3
7.46 8.45 +
0.3434  0.032A

28095+ 3047+
0.0334  0.182A
489+ 466+
0.00bB*x  0.01PB*
34423 318.6 +

+0.31°4 0407
0.05 + 0.03
0.00%  +0.0034

Periodo Seco

Lago Acu - novembro/21

P1

4.36 =
0.112A%

30+
0.26PA

855+
0.1734

3443 £
0.4434

0.15 +
0.0034

P2

6.16 +
0.42A

30.6 =
0.4bA

9.03 +
0.022A

314 +
2.6434

0.14 =
0.034

P3

6.4+
0.1534

31.6 +
0.04bA

94+
0.134

3263 %

1.112A

0.12 +
0.012A

Lago Viana- novembro/22

P1

7.7+
0.134

28.13 +
0.55bA

4.76 =
0.053B:

356.8 =
0.352A

0.01 £
0.034

DO - oxigénio dissolvido; T- temperatura; pH- potencial hidrogenidonico; CE — condutividade elétrica; Sal- Salinidade.

*Valores recomendados com base na legislacdo brasileira (CONAMA) sob Resolug@o n° 357 de 2005

P2

7.83
0.0534

28.23 £
0.24

4.96 +
5.17 B

344.1
0.473A

0.04 +
0.0334

P3

7.86 £
0.15%4

30,06 £
0.83bA

4.64 +
0.128

3189 %
0.224

0.13
+0.002A

*Valores
recomendados
CONAMA
357/2005
>5,0
<40

5,0a9,0

<0,5%
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3.2 Concentracao de elementos traco nas amostras de agua e sedimento

As andlises dos elementos traco (Al, As, Cd, Pb, Cu, Fe, Mn, Hg, Se) na dgua e
no sedimento dos Lagos Acu e Viana estdo detalhadas na Tabela 2, conforme as
Resolucdes CONAMA357/2005 e 454/2012 (BRASIL, 2012). As amostras de dgua e
sedimento revelaram a presenga de Al, Pb, Cu, Fe, Hg, Mn e As. Nao houve diferenca
significativa entre os periodos sazonais para as amostras de dgua (p>0.05). Entretanto,
houve entre os lagos (p=0.034), com médias superiores para o Lago Viana. Hg, Cd, As e
Se mantiveram no limite de quantificacdo. Enquanto Pb, Cu, Fe e Mn excederam os
limites da legislacdo brasileira. O Al mostrou valores elevados, especialmente no Lago
Viana. O Fe apresentou valores superiores no Lago Viana, com média mais alta no
periodo chuvoso. Alguns elementos estavam dentro dos limites ou ndo foram detectados.

Para o sedimento, a andlise de variancia ndo indicou diferenca significativa
(p>0,05) entre sazonalidades e lagos, embora todos os elementos metélicos tenham sido
quantificados (Tabela 2). Os valores de Al foram mais altos no Lago Viana, enquanto os
valores de Fe excederam o limite recomendado. Pb, Cu, Hg e As estavam abaixo dos

limites estabelecidos pelo CONAMA 454/2012.

72



Tabela 2. Média e desvio padrdo de metais coletados em amostras de dgua e sedimentos dos lagos Acu e Viana, Maranhdo, Amazdnia Oriental,

Brasil.
Metais da dgua Periodo Chuvoso Periodo Seco Valores Rec. Limite de
ety LA jubon2 Lago Vi -maioz2 LSS ot i de
FW 5.691 + 4.6]1 Ba 3.466£0.957 A2 1.213£0.544 Ba 6.371+0.0642 - 0.0083
(A1) S 32.675 + 4.96942 46.294.15+£3541.9842  681.45+£37.6354%  26.119.73+ 4.229.94A2 - -
(Pb) FwW 0.008 £0.001Aa* 0.143+0.0178a* 0.041+0.018A2* 0.025+0.021Ba* <0.01 mg/L 0.0310
S 2.76 £ 0.60642 3.520+2.33642 0.04+0.01842 29.46 £ 10.564A2 <72 mg/Kg -
Cw) FwW 0.016 £0.0148a * 0.005+0.00142 0.003£0.000 Ba 0.016£0.0044A2* <0.009 mg/L  0.0026
S 15.19£5.1334 9.251+6.1594 0.050+0.0084 16.05+ 6.564A <197 mg/Kg -
FW 0.63+ 0.23Bax* 4.056+0.43743* 1.846=£1.035Ba%* 4.031£0.01A2%* <0.3 mg/L 0.0061
(Fe) S 8.554.55:892.45A% 11.301.3£1.918.2534%  384.12422.72842  7.520.68 £ 5.920.2942* Srzng/olgg -
(He) FwW 0.0002 £ 0.0042 0.0002+0.0042 0.0002+0.0042 0.0002+0.0042 <0.0002 mg/L  0.0002
S 0.050 £0.0042 0.090+ 0.08742 0.020+0.0042 0.050 £0.0042 <0.48 mg/Kg  0.0500
M FwW 0.147+0.088A2* 0.081£0.010B2 0.076+£0.03842 0.196+0.017B2* <0.1 mg/L 0.0007
(Mn) S 150.24435.1334a 113.89£12.7934a 160.214+45.99]14a 179.89+36.12242 400 mg/Kg 0.0500
(As) FwW 0.010+0.000 A2 0.010+0.000 A2 0.010+0.000 A2 0.010+£0.000 42 0.14 mg/L -
S 0.011+0.00042 0.013+0.00042 0.012+0.00142 0.014+0.004A2 <0.15mg/Kg  0.1000

FW- Agua; S- Sedimento; LD- Limite de detec¢io em mg/L para d4gua e mg/Kg para sediemento. * Valores recomendados com base na legislagio
brasileira (CONAMA) sob as Resolugdes n° 420 de 2009 e n° 454 de 2012. AB Médias seguidas por letras maiusculas diferentes indicam
diferencas significativas ao nivel de 5% no teste de Tukey aplicado entre os periodos sazonais. 2* Médias seguidas por letras mintisculas diferentes
diferem entre si ao nivel de 5% no teste de Tukey entre os lagos.
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3.3 Bioacumulacio de elementos traco em misculo de peixes

As concentragdes dos metais Arsénio (As), Cddmio (Cd), Chumbo (Pb), Cobre
(Cu) e Mercurio (Hg) presentes nos musculos dos peixes coletados nos lagos estdo
dispostos na Tabela 3. Essas concentragdes ficaram abaixo dos limites estabelecidos pela
legislacdo brasileira (Resolugdo Anvisa 42/2013). Além disso, quando comparados aos
padrées da Unido Europeia, os valores também se mantiveram abaixo das diretrizes
estabelecidas. Vale ressaltar que, durante o periodo de estiagem, observou-se aumento
nos valores em comparacdo com o periodo chuvoso. Especificamente, os teores de
Arsénio, Chumbo e Cobre foram mais elevados na espécie Hoplias malabaricus
(carnivora). Por outro lado, os niveis de Mercurio e Cddmio foram quantificados, mas

nao apresentaram variacoes.
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Tabela 3. Concentragdes de elementos tragos em peixes carnivoros e detritivoros (mg/kg) dos lagos Ac¢u e Viana na Area de Prote¢do Ambiental

da Baixada Maranhense, Amazonia Oriental.

Periodo Chuvoso

Elementos
traco em Lago Acu - junho/22
musculo de
peixes
Hm Pn Pl Hm

(Ar) 0.100 0.200 0.01 0.100
(Cd) 0.100 0.100 0.100 0.100
(Pb) 0400 0.210 0.305 0.102
(Cu) 0421 0.251 0.110 0.343
(Hg) 0.050 0.050 0.050 0.050

Hm — Hoplias malabaricus (carnivoro); Pn — Pygocentrus nattereri (carnivoro); Pl — Prochilodus lacustris (detritivoro). ANVISA - Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria do Brasil - RDC n° 42, de 29 de agosto de 2013; UE: Padrao de Limite de Contaminantes Alimentares da

Unido Europeia (2006)

PN
0.030

0.100

0.123

0.051

0.050

Lago Viana - maio/22

PL
0.020

0.100

0.012

0.020

0.050

Periodo Seco

Lago Viana-

Lago Acu - novembro/21 novembro/22

Hm PN PL Hm PN PL

0.100 0.100 0.0100 0.250 0.201 0.010
0.100  0.100  0.100 0.100  0.100 0.100
0.114 012 0.100 0.28 025 0.22
0.03 0.15 0.100 0.32 0.21 0.20
0.050 0.050 0.050 0.050  0.050 0.050

*Valores

rec.

ANVISA

2013

mg/Kg

<1.0

<1.0

<2.0

<30.0

<0.50

Valores
rec. EU
2006

mg/Kg

0.50
0.05

0.30

0.50
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3.4 Dados Biométricos das espécies biomonitoras

Os dados biométricos apresentaram diferengas estatisticas significativas (p<0,05)
para as trés espécies coletadas para comprimento total, comprimento padrao e peso
(Tabela 4). H. malabaricus dos lagos Ac¢u e Viana apresentaram diferenca significativa
(p=0.012). Os comprimentos totais foram maiores durante o periodo de estiagem (24.2
+2.0) em comparagdo com o periodo chuvoso (18.0 = 1.5). E os exemplares registraram
maior peso (120.2 + 38.8) também na estiagem.

As médias biométricas de P. nattereri, nao apresentaram diferenca estatistica
significativa nem entre periodos sazonais nem entre lagos. Mas observou-se que foram
semelhantes tanto entre os periodos chuvoso e estiagem, como entre os lagos. Quando
comparados entre os lagos, as médias de comprimento do Lago A¢u foram maiores em
relagdo ao Lago Viana.

Foram encontradas diferencas estatisticas nos comprimentos total e padrdo, assim
como no peso, de P. lacustris entre os periodos sazonais (p=0.041). No periodo de
estiagem, o lago de Viana apresentou maiores comprimentos médios, atingindo 20.2 +
1.2cme 17.1 £ 1.3 no chuvoso. Para o Lago Acu os valores variaram de 19.4 + 2.2 no
periodo de estiagem e 16.3 £ 1.2 no periodo chuvoso, quanto ao peso os valores foram
maiores no periodo de estiagem 150.1 +40 g quando comparado com o periodo chuvoso

74 £14.6 g.
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Tabela 4. Dados biométricos (média + desvio padrdo) do comprimento total (Lt), comprimento padrao (Lp) e peso (Wt) dos espécimes de Hoplias

malabaricus, Prochilodus lacustris e Pygocentrus nattereri capturados nos lagos Acu e Viana, Baixada Maranhense, Maranhao.

Medidas
Hm
21,0+
Lt
2,8Ab
21,0+
Ls
2,8 Ab
73,1+
Wt
18,34

Pn
17,1+
1,27
14,3+
1,]1Aa

71,3+
18,842

Lago A¢u - junho/22

Pl
16,3+
1,2Bb
13,7+
1’4Ba

74+
14,68>

Periodo Chuvoso

Lago Viana - maio/22

Hm
18,0+
1,5Bb
15,5+
1’5 Bb

113,5+17
’6Aa

Pn

14,740,
6Aa

13,4+
0,6 Aa
83,6+
6,442

Pl
17,1
1,3Ba
14,5+
1,1Ba

103+

22,3Ba

Periodo Seco

Lago A¢u - novembro/21

Hm
242+
2,0Aa
20,4+
1,4 Aa

175+
26,6AP

Pn
15,3+
1,04a
13,0+
1,] Aa

111,4+17
,8 Aa

Pl

19,4+
2’2Ab

17,0+
1 ,OAa

150+
404D

Lago Viana- novembro/22

Hm
20,4+
2,1Ba
17,7+
1,4Aa

120,2+38
’8Aa

Pn
14,8+
1,07
12,6+
0,942
70,3+
1 4Aa

Pl
20,2+
1,24a
17,6+
1,042
154+
18,342

Hm - Hoplias malabaricus (carnivoro); Pn - Pygocentrus nattereri (carnivoro); PL - Prochilodus lacustris (detritivoro). Lt - Comprimento total;
Ls - Comprimento padrio; Wt - Peso. 2B As médias seguidas de letras maitsculas diferentes indicam diferencas significativas no nivel de 5% no
teste de Tukey aplicado entre os periodos sazonais. ” As médias seguidas de letras mindsculas diferentes diferem entre si no nivel de 5% no teste

de Tukey entre os lagos.
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3.5 Formacao de Micronicleo (MN) e Alteracdes Nucleares Eritrociticas

Microntcleos e outras anormalidades nucleares foram encontrados nos eritrécitos
das espécies H. malabaricus, P. nattereri e P. lacustris coletadas nos lagos Acu e Viana
(Figura 3).

Figura 3. Fotomicrografias de microndcleos em eritrécitos de peixes dos lagos Agu e

Viana, Area de Protecio Ambiental da Baixada Maranhense, Amazonia Oriental, Brasil.
Eritrécitos normais (A); Microntcleos (B, C, D, E, F) (seta).

Durante as coletas referentes ao periodo de estiagem, observou-se o aumento nos
valores de Micronicleo (MN), chegando a frequéncias de até 0.8% (Figura 4) em ambos
os lagos. Especificamente, os valores mais elevados foram detectados na espécie H.
malabaricus, mostrando diferencas estatisticamente significativas entre os periodos
sazonais (p=0.003) para o Lago Acu e (p=0.036) para o Lago Viana (Figura 4 A-D). Para
P. lacustris, também verificou- se diferenca significativa entre os periodos sazonais, com
valores maiores durante a estiagem (p=0.002) apenas no Lago Acu, enquanto no Lago
Viana ndo houve variagdo significativa (Figura 4 B-E). Quanto a P. nattereri, nao foram
identificadas diferencas estatisticamente significativas nem entre os lagos nem entre os
periodos sazonais. No entanto, as médias foram mais altas durante o periodo de estiagem

em ambos os lagos, variando de 0.2% a 0.6% de frequéncia (Figura 4 C-F).
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Acu Lake

Viana Lake

Figura 4. Frequéncias de Microndcleos (MN) em Hoplias malabaricus (A-D);
Prochilodus lacustris (B-E); e Pygocentrus nattereri (C-F) nos lagos Acu e Viana, Area
de Protecdo Ambiental da Baixada Maranhense, Amazonia Oriental, Brasil. *A presenca
de asteriscos indica uma diferenca significativa de 5% entre os periodos sazonais por lago.

Hoplias malabaricus

Prochilodus lacustris

Pygocentrus nattereri

* B C
2 *
* o
" 4. - :J.-. q . -; :,’..‘ —
=7 P
X E F
. . E = Im. = ¥ .: 17 _"5_.
I_*_l_\ " T . = . .ih'_ﬁ_
Rainy Dry Rainy Dry Rainy Dry
Season

Foram observadas também Altera¢des Nucleares Eritrociticas (ANE) (Figura 5)

que foram superiores as médias de MN.

Figura 5. Fotomicrografias de Alteracdes Nucleares em eritrdcitos de peixes (ANE) dos
lagos Acu e Viana, Area de Protecio Ambiental da Baixada Maranhense, Amazonia
Oriental, Brasil. NT - Entalhado (A); BN - Binucleado (B); LB - Lobulado (C); SG -

Segmentado (D); LB - Lobulado (E); e AP - Apoptose (F).
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As médias das alteracdes revelaram-se mais expressivas durante o periodo

chuvoso para as espécies H. malabaricus e P. lacustris. Destaca-se uma diferenca

estatistica significativa para entalhado apenas para P. nattereri nos lagos Acu (p=0.029)

e Viana (p=0.042) (Figura 6-1). Em relacdo a alteracdo segmentado, observaram-se

diferengas estatisticamente significativas nas trés espécies no Lago Acgu, H. malabaricus

(p=0.040), P. lacustris (p=0.004) e P. nattereri (p<0.0001) (Figura 6-2). No entanto, no

Lago Viana, apenas P. nattereri apresentou diferenca significativa (p<0.001).

Figura 6. Frequéncia de alteracdes entalhados e segmentados de peixes coletados em dois
periodos sazonais nos lagos Agu e Viana, Area de Protecio Ambiental da Baixada
Maranhense, Amazonia Oriental, Brasil. 1-Entalhado; 2-Segmentado. *A presenca de
asteriscos indica uma diferenca significativa de 5% entre os periodos sazonais por lago.

1 Hopiias malabaricus I | Prochilodus lacusiris [ Pygocantrus nattereri
A - B IC 2.0
v . 1.5
z ' *
3 ‘ _ * . 10
g _ e ' e '
= = '-"-l'._ = I:—“:' n i 0o E
D E F 20
(=19
1.5
2
- *
g ol . . 1.0
g s | e
Z2, I ' 0.0
2 Hoplias malabaricus Prochilodus lacustris | l Pygocentrus nattereri [
A B |€ 1.5
&
2 * . 1.0
E * - L
£ . i * .5
=== T 2
% - . K = L (4°]
E 1 T crg
— . } y =
D . E F 15 2
(1°]
=
£ 1.0
3 *
2
s _ ] : 0.5
e | p#zt E —T'— 0.0
Rainy Dry Rainy Dry Rainy
Season

Os resultados mostraram diferenga significativa na alteracdo lobulado para

Prochilodus lacustris (p<0.0001), destacando médias maiores durante o periodo de
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estiagem. Entre os lagos, observou-se uma diferenca significativa (p=0.0008) (Figura 7-
1), com maiores médias para Prochilodus lacustris no lago Viana. Para outras espécies
analisadas, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre lagos
ou periodos sazonais (p>0.05), apesar de um aumento geral nas frequéncias durante o
periodo de estiagem.

Quanto ao binucleado, diferencas significativas foram observadas para H.
malabaricus nos lagos A¢u (p=0.005) e Viana (p=0.0002) (Figura 7-2). Para P. lacustris,
as diferencas foram nos lagos A¢u (p=0.0001) e Viana (p=0.0022), enquanto P. nattereri
mostrou diferenca apenas no Lago Acu (p=0.0004). Notavelmente, as frequéncias de

binucleados foram mais observadas em P. lacustris durante o periodo de estiagem.
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Figura 7. Frequéncia de alteragdes lobuladas e binucleadas em peixes coletados durante
dois periodos sazonais nos lagos Acu e Viana, Area de Protecio Ambiental da Baixada
Maranhense, Amazonia Oriental, Brasil. 1 - Lobulado; 2 - Binucleado. *A presenca de
asteriscos indica uma diferenca significativa de 5% entre os periodos sazonais por lago.
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3.6 Histopatologia de branquias e figado de peixes

A andlise da histopatologia das branquias revelou uma diferenca estatisticamente
significativa para Pygocentrus nattereri (p < 0.0001) (Figura 8) entre os periodos sazonais
no Lago Acu. J4 em relacdo ao figado, diferencas estatisticamente significativas foram
observadas para Prochilodus lacustris (p<0.0001) no Lago Acu e para Pygocentrus
nattereri (p=0.049) (figura 8) no Lago Viana. Apesar de Hoplias malabaricus ndo ter
apresentado diferencas estatisticamente significativas, essa espécie exibiu valores mais
elevados de Indice de Alteracio Hepatica (IAH) em ambos os lagos durante os dois

periodos sazonais.
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Acu Lake

Viana Lake

Figura 8. Indice de Alteracdo Histoldgica (IAH) dos peixes coletados durante dois
periodos sazonais nos lagos Acu e Viana, Area de Protecio Ambiental da Baixada
Maranhense, Amazonia Oriental, Brasil. Hoplias malabaricus (A-D); Prochilodus
lacustris (B-E); e Pygocentrus nattereri (C-F). *A presenca de asteriscos indica uma
diferenca significativa de 5% entre os periodos sazonais por lago.
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As alteragdes histoldgicas, abrangendo todos os estiagios de severidade, incluiram
reducdo no epitélio respiratorio, hiperplasia do epitélio lamelar, fusdo completa e
incompleta de lamelas, congestdo vascular, hiperplasia das células de muco e cloreto e
aneurismas lamelares, destacando-se estas ultimas como as mais proeminentes. As
alteracdes do estdgio II foram menos frequentes, como hiperplasia e hipertrofia das

células de muco (Figura 9).
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Figura 9. Fotomicrografias de alteragdes nas branquias em peixes coletados durante dois
periodos sazonais nos lagos Agu e Viana, Area de Protecio Ambiental da Baixada
Maranhense. A - Hiperplasia de células de cloreto (seta), elevacdo do epitélio
respiratério; B - Congestdo de vasos sanguineos (seta); C - Hiperplasia de células
mucosas (seta); D - Fusdo completa de todas as lamelas (seta), dilatacdo do seio
sanguineo (*); E - Parasita (seta); e F - Reducdo nas lamelas. Escala - 50 um, coloracio
com HE.

Foram encontradas alteracdes histoldgicas no tecido hepdatico dos peixes, entre

elas: nicleo na periferia da célula, hipertrofia celular, centro de melanomacréfagos,

vacuoliza¢do, rompimento celular (hiperemia e degeneracdo gordurosa).

3.7 Correlacao entre metais, parametros ambientais e alteracoes nucleares de peixes

Os resultados da andlise de correlacio de Spearman revelaram padroes
significativos a 5% entre os teores de metais, pardmetros ambientais e alteracdes celulares
nos peixes (Figura 10). Nas correlacdes observadas, notou-se que os peixes do Lago Acu
apresentaram maiores correlagdes com significancia a 5% quando comparados ao Lago
Viana.

Na espécie H. malabaricus do Lago Acu, identificou-se correlagdes significativas,
destacando-se uma forte associagdo (r=1.0 p<0.001) entre Pb e Al, Fe, Mn, bem como a
frequéncia de microndcleo (r=0.83; p=0.042). Além disso, foi identificada correlacao

entre Al e Hg (r=0.88; p=0.021) e uma correlacido forte entre Fe e a frequéncia de
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micronucleo (r=1.0; p<0.001), juntamente com lobulado (r=0.83; p=0.042), sal e pH
(r=0.89; p=0.019). Observou-se que o pH estava correlacionado com as frequéncias de
microntcleo, lobulado e segmentado (r=0.89; p=0.019). A salinidade demonstrou uma
correlacdo com a CE (r=0.94; p=0.005) e associacdo forte com microntcleo e lobulado
(r=0.93; p=0.008). Por sua vez, a CE apresentou correlacdo forte com a frequéncia de
lobulado (r=0.99; p=0.001). No entanto, foram observadas correlagdes negativas, como
entre o cobre e o ferro (r=-0.81; p=0.050), sal (r=-0.93; p=0.008), CE (r=-0.84; p=0.36) e
micronucleo (r=-0.81; p=0.050). Al revelou correlagdao forte com Fe, micronicleo e
binucleado (r=-0.94; p=0.005), enquanto Pb apresentou uma correlagao negativa com pH,
frequéncia de segmentado e binucleado (r=-0.94; p=0.005). Hg exibiu correlacdes fracas
com todos os parametros ambientais e com as frequéncias de micronticleo, segmentado e
binucleado (r=-0.88; p=0.021).

No caso do Lago Viana, Al teve correlagdo fraca com Cu, Fe, sal e frequéncia de
lobulado (r=0.81; p=0.050). Pb apresentou correlacdo intermedidria com Aluminio
(r=0.94; p=0.005), Mn (r=0.94; p=0.005) e lobulado (r=0.83; p=0.042). Cu teve
correlacdo forte com frequéncia de lobulado e binucleado (r=0.93; p=0.008). Hg teve
correlagdo entalhado (r=0.88; p=0.021). Selénio apresentou correlacio forte com
oxigénio dissolvido, temperatura e condutividade elétrica (r=0.93; p=0.008), enquanto
OD teve correlacio com temperatura (r=0.83; p=0.042), salinidade e segmentado
correlacionaram (r=0.94; p=0.005). Foram observadas correlacOes negativas entre o
elemento Mn e pH (r=-0.89; p=0.019), OD e CE (r=-0.83; p=0.042), e temperatura e CE
(r=-0.89; p=0.019), pH e salinidade, que apresentaram correlagdo negativa com
micronucleo (r=-0.83; p=0.042).

Em contrapartida, Prochilodus lacustris do Lago Acu apresentou correlacdes
significativas entre metais e parametros ambientais. Houve correlacdo fraca entre Pb e
Ferro, Manganés e a frequéncia de micronicleo (r=0.83; p=0.042), enquanto Al
correlacionou-se com Pb e Hg (r=0.88; p=0.042). Destaca-se que o ferro apresentou uma
correlacdo forte com a frequéncia de micronucleo (r=1.0; p<0.001). Os valores de pH
correlacionaram-se com as frequéncias de micronucleo, segmentado e lobulado (r=0.89;
p=0.019), assim como sal, CE e a frequéncia de lobulado (r=0.94; p=0.005).

No Lago Viana, as correlacdes foram mais fracas, com destaque para Pb, que
apresentou correlacdo com todas as varidveis ambientais, incluindo Mn (r=0.94; p=0.005)
e Se com OD e temperatura (r=0.93; p=0.008). Algumas correlagdes negativas também

foram observadas, como Cu com a frequéncia de segmentado (r=-0.81; p=0.050), Mn
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com o pH (r=-0.89; p=0.019), Pb com a frequéncia de segmentado (r=-0.94; p=0.0058),
Fe com a sal (r=-0.83; p=0.042), Mn com a frequéncia de segmentado (r=-0.83; p=0.042)
e Se com a CE (r=-0.93; p=0.004).

Em relagcdo a Pygocentrus nattereri no Lago Agu, foram observadas correlacdes
significativas. Destaca-se correlagdo entre Aluminio e a frequéncia segmentado (r=0.81;
p=0.05), Pb e a frequéncia de segmentado (r=0.90; p=0.005), e Cu e a frequéncia de
lobulado (r=0.94; p=0.005). O ferro apresentou correlacdo significativa com o pH
(r=0.83; p=0.042) e a salinidade (r=0.89; p=0.019). Além disso, a temperatura
correlacionou-se com as frequéncias de entalhado e lobulado (r=0.89; p=0.019), enquanto
o pH correlacionou-se com a frequéncia de entalhado (r=0.94; p=0.005). A condutividade
elétrica mostrou uma correlacdo positiva com a frequéncia de micronicleo (r=0.87;
p=0.024). Por outro lado, Pb revelou correlagdes negativas com o pH (r=-0.95; p=0.005)
e a frequéncia de entalhado (r=-0.83; p=0.042). Hg apresentou correlacdes negativas com
todos os parametros ambientais analisados (r=-0.88; p=0.021), além de correlacionar-se
negativamente com a frequéncia de segmentado (r=0.89; p=0.019). A condutividade
também apresentou correlacdo negativa com a frequéncia de segmentado (r=-0.87;
p=0.050).

Em contrapartida no Lago Viana, as correlagdes foram mais fracas. Notavelmente,
Pb apresentou uma correlacdo forte com diversas varidveis, incluindo Mn (r=0.94;
p=0.005) e Se, que se associou a OD e temperatura (r=0.93; p=0.008). Foram observadas
algumas correlagdes negativas, como Cu com a frequéncia de segmentacdo (r=-0.81;
p=0.050), Mn com o pH (r=-0.89; p=0.019), Pb com a frequéncia de segmentagdo (r=-
0.94; p=0.0058), F com a salinidade (r=-0.83; p=0.042), Mn com a frequéncia de
segmentacdo (r=-0.83; p=0.042) e Se com a CE (r=-0.93; p=0.004).

Figura 10. Correlacdo de Spearman entre metais tracos na dgua e sedimento, parametros
ambientais e alteracdes nucleares em eritrocitos de peixes. 1 ou -1 indica uma correlagao
mais forte. * indica a presenca de uma correlacdo significativa a 5%. AL - Aluminio, Cu
- cobre, Fe - ferro, Pb - chumbo, Se - selénio, Hg - mercurio, Od - oxigénio dissolvido,
Cond - condutividade elétrica, Sal - salinidade, Freq - frequéncia, Ent - entalhado, Lob
-lobulado, MN - microntcleo, Seg - segmentado, Bin - binucleado, W - dgua, e S -
sedimento.
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4 Discussao

O monitoramento da qualidade da dgua € essencial para controlar as variagdes nos
ecossistemas aqudticos e pode ser realizado por meio de multiplos pardmetros, como
temperatura, oxigénio dissolvido, condutividade elétrica e salinidade. Estas variacdes sdo
principalmente desencadeadas por modificacOes nesses ecossistemas decorrentes das
atividades antrépicas, intensificando-se com as variacdes sazonais (El Mourabit et al.,
2023; Patra et al., 2023). A temperatura, um dos parametros avaliados, nao apenas indica
a criticidade de controle nos ecossistemas aquaticos, mas também exerce influéncia
significativa nas transformacdes bioldgicas, quimicas e fisicas desses ambientes (Asmaa
et al.,2022). Tais variacdes podem ser atribuidas as mudancas climaticas regionais (Silva
et al., 2013) e a elevada vulnerabilidade do Brasil a alteragdes nos padrdes climaticos,
acompanhando a tendéncia do aquecimento global (Assis ef al., 2012) com mudancgas nas
temperaturas e nos padrdes de chuva da regido da Baixada Maranhense.

Além disso, durante o periodo de estiagem, os niveis mais baixos de Oxigénio
Dissolvido (OD) registrados no ponto 1 de ambos os lagos, mais préximos as atividades
antropicas podem estar associadas a sua utilizagdo por bactérias aerdbicas (Zhang et al.,
2020). Bactérias estas, envolvidas na decomposicio de residuos provenientes de dguas
ndo tratadas ou esgoto in natura, conforme discutido por El Mourabit et al. (2023). A
carga mais elevada de residuos resulta em maior demanda bioquimica de oxigénio (DBO)
e, consequentemente, uma reducao na taxa de OD (Al-Afify et al., 2023; Eh Rak et al.,
2022; Priya et al., 2022).

As variacdes nas taxas de OD estdo diretamente relacionadas as taxas de
temperatura, pois quanto mais elevadas, menores sdo as concentracdes de OD. Esse
parametro caracteriza-se como bom indicador de qualidade da 4gua, pois a sua diminui¢ao
para niveis insuficientes pode resultar na deplecdo de oxigénio na dgua, prejudicando os
ecossistemas, levando a morte de organismos sensiveis, como peixes € outros animais
aquéticos (Andrade et al., 2022).

Durante o periodo chuvoso, observou-se que os valores de pH nos pontos do Lago
Viana foram mais dcidos em compara¢do com o periodo de estiagem. Em ambas as
épocas, os trés pontos apresentaram valores abaixo do limite recomendado pela legislacao
nacional (CONAMA). Por outro lado, no Lago Acu, os valores estavam dentro dos limites
estabelecidos na legislagdo para ambas as coletas, variando de (7.13 + 0.35) durante a

estiagem a (9.4 + 0.01) no periodo chuvoso. Esses resultados assemelham-se aos achados
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de estudos anteriores conduzidos por Cardoso et al. (2018), Lima et al. (2022) e (2023)
na mesma regido e época do ano.

O pH desempenha papel crucial no estudo da qualidade da dgua, sendo fortemente
influenciado pela presenga de matéria organica em decomposicdo (Bolan et al., 2011).
Maior disponibilidade de matéria orginica resulta em pHs mais baixo, devido a produgao
de 4cidos durante a decomposicdo (Esteves, 1998; Nogueira, Costa, Pereira, 2015).
Mudancas desse elemento, podem interferir na disponibilidade de nutrientes essenciais,
aumentando a toxicidade da dgua (Massod et al., 2023). Em pHs extremos, certos
nutrientes podem tornar-se menos disponiveis, impactando a saide e o crescimento dos
peixes (Yavuzcan Yildiz et al.,2017). Cabe ressaltar, que taxas de pH mais 4cidas
relacionam-se diretamente ao despejo de efluentes residenciais (Rubio et al., 2022).

O despejo de dguas residuais contribui também para o aumento nos valores de
condutividade elétrica (CE) devido a maior concentra¢do de fons na dgua (Abreu et al.,
2016). Nesse estudo, ficaram evidentes as variacoes significativas nos valores de CE entre
os periodos sazonais e os lagos. No periodo chuvoso, os valores registrados foram de
87,8+0,15 uS/cm, e estiagem 356,8+0,35 uS/cm no Lago Ag¢u, mostrando que o periodo
sazonal pode interferir na solubilizacdo de ions. E valores apresentados nesse estudo
acima de 350 uS/cm em ambos os periodos, indicando possivel variagao deste parametro.
Embora ndo existam limites estabelecidos nas legislacdes brasileiras, esses valores sdo
considerados elevados para dguas de classe 2 que sdo destinadas ao consumo humano
(Cardoso et al., 2018).

Esses resultados mostram niveis elevados de ions dissolvidos na dgua, podendo
ser atribuida a diversos fatores (Hlordzi et al., 2020). Dentre eles, destacam-se a geologia
local e a possivel influéncia de fontes de polui¢do, no qual os processos de evaporagdao
durante a estiagem concentram os ions na dgua. Mesmo dguas com baixos teores 10nicos
dissolvidos podem causar problemas para todo o ecossistema aqudtico, interferindo na
regulacdo osmética dos organismos e resultando em alteracdes fisioldgicas (Kiiltz, 2015).

A superacdo dos limites estabelecidos nas resolucdoes CONAMA 357/2005,
420/2009 e 454/2012 para concentracdes de metais nas amostras de 4gua e sedimento dos
lagos Acu e Viana, destacando-se a atencao a presenca de metais ndo essenciais, dada sua
reconhecida toxicidade, persisténcia ambiental e acumulacdo nos organismos,
acarretando riscos significativos aos ecossistemas (Pujari e Kapoor, 2021). As
concentracdes médias dos elementos tracos em dgua e sedimento neste estudo seguiram

as sequéncias decrescentes Al>Fe>Cu>Mn>Pb>Hg>Se e Al>Fe>Mn>Cu>Pb>Hg>Se.
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Este padrdo indicou maior quantificacdo de aluminio e ferro em comparagdo com
mercurio e selénio em ambas as amostras. A elevacio nos niveis de Al e Fe, nas amostras
de sedimento, associou-se a composi¢cdo geomorfolégica do estado do Maranhdo
(Almeida et al., 2020), caracterizado por Argissolo vermelho, Gleissolos e plintossolos
(Embrapa, 2021), ricos em minerais como Al e Fe, resultantes do intemperismo das
rochas na regido da Baixada Maranhense (Anjos et al., 2007).

Embora Cardoso et al. (2018) e Lima et al. (2024) tenham identificado esses
mesmos elementos nessas regides, os valores deste estudo excederam, destacando-se
especialmente os teores desses elementos.

A presenca de metais ndo essenciais em quantidades mais elevadas pode ser
reflexo das fontes de poluicao, principalmente de esgoto in natura acarretando o aumento
deles. E esse aumento ndo so altera os pardmetros fisico-quimicos da dgua e solo, mas
potencializam impactos sobre organismos (Oliveira et al., 2018). Apesar de Fe, Al e Mn
serem elementos de origem natural, seu aumento pode desencadear toxicidade, induzir
estresses oxidativos, e provocar disfungdes metabdlicas e fisiologicas nos peixes (Balali
et al.2023). A presenca de Pb, Cu, Cd, Se e Hg mesmo em baixos niveis ja sdo indicativos
de degradacdo ambiental por atividades antrépicas (Vieira et al., 2022). Sedimentos
poluidos atuam como um reservatorio e fonte continua de poluentes (Khan ez al., 2019),
acumulando esses elementos ao longo do tempo que pode ser introduzido na cadeia tréfica
e prejudicar a saude coletiva.

Os organismos aquaticos, incluindo peixes e invertebrados, podem entrar em
contato direto com os sedimentos contaminados durante suas atividades de alimentagao,
respiracdo e reproducdo (Carvalho et al.,2017). Eles podem ingerir particulas de
sedimentos ou filtrar poluentes através de suas branquias ou tegumento (Chui et al.,
2021). Essa exposi¢do continua tende a bioacumular nos tecidos desses organismos como
observado neste estudo.

O hébito alimentar influencia nas taxas de acumulacdo de elementos tracos
(Albuquerque et al., 2020). Nesse estudo, as trairas, conhecidas por se alimentarem nao
apenas de outros peixes, mas também de residuos orginicos e sedimentos de fundo,
demonstraram valores mais elevados de acumulo de metais, seguidas pela piranha-
vermelha e curimatd. E pertinente destacar que organismos contaminados, quando
consumidos pelas comunidades, transferem os poluentes para a cadeia tréfica, expondo
os individuos a substancias (Montenegro et al., 2019). Essa exposi¢cao pode resultar em

efeitos adversos a saide (Almeida er al., 2017), incluindo danos ao sistema nervoso,
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alteracdes hormonais, problemas de desenvolvimento embriondrio e outros distirbios
reprodutivos (Achifer et al., 2005; Gomes et al., 2021), doencgas cardiovasculares e cancer
(Froes e Pereira, 2020; Galvao e Corey,1987; Rocha, 2009).

Além desses efeitos, podem modificar estruturas celulares, como composi¢do
quimica, didmetro do nicleo e condensa¢do da cromatina na formagdo do nicleo
(Fernandes, 2005; Genchi et al., 2020). A presenca de microndcleos e outras
anormalidades nucleares encontradas nos eritrécitos das espécies H. malabaricus, P.
nattereri e P. lacustris coletadas nos lagos desse estudo pode ser considerado uma das
respostas secunddrias da exposicdo desses organismos aos elementos tracos encontrados.
As frequéncias de MN foram maiores no periodo de estiagem para ambos os lagos e entre
as espécies, mas destaca-se a traira, pois apresentou maiores médias no Lago A¢u quando
comparados as outras espécies, essa diferenca nos valores das frequéncias pode estar
associada a maior acumulacdo de metais por essa espécie e o hdbito alimentar como
observado nesse estudo (Jiang et al., 2022; Moiseenk, Gashkina., 2020).

Além do habito alimentar, sugere-se que o periodo sazonal pode influenciar
diretamente na bioacumulacdo de metais (Griboff et al., 2020), resultando no aumento
das frequéncias de MN dos eritrocitos dos peixes (Fenech, 2000), uma vez que as
condi¢des ambientais como, pH mais dcido, temperaturas e condutividade elétrica mais
elevadas podem interagir na atuagcdo desses elementos nos organismos (Yu et al., 2019),
uma vez que essa interacdo pode facilitar a absor¢ado deles. (Alloway, 1995)

As frequéncias espontaneas de micronucleos em peixes normalmente sao baixas
(Aguiar, 2018; Ferraro et al., 2004). Segundo Melo et al., (2013), a presenca de MN e
ANE espontaneas, para as espécies P. lacustris € igual a 0,01% conforme Porto et al.
(2005), H. malabaricus é de 0,006% e Pygocentrus nattereri ainda ndo existem ensaios
que mostrem esses valores espontineos. A partir dessas frequéncias espontineas e
levando em consideracao os resultados obtidos das médias de alteragcdes, observou-se que
as espécies apresentaram valores acima da frequéncia espontaneas dessas anomalias.

Grisolia et al. (2009), encontraram frequéncia para MN para Hoplias malabaricus
0,18% no Lago Paranod- Brasilia, no qual ele associou a formagdo dessas alteracdes a
exposicdo dos organismos ao despejo de esgoto doméstico. Porto er al. (2005)
encontraram frequéncia elevada em Hoplias malabaricus expostos a mercurio
evidenciando aumento significativo na frequéncia de MN e outras alteragdes genotoxicas

nos rios amazOonicos. Em consonancia com esses achados, nosso estudo também revelou
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frequéncias significativas de microntcleo, sobretudo para a espécie Hoplias malabaricus,
mostrando que pode responder a exposi¢do de substancias genotdxicas nos lagos.

Matos et al. (2022) relataram frequéncias de 0.25% para Pygocentrus nattereri
na drea do Fundio, regido essa, que foi impactada por um desastre ambiental relacionado
a rejeitos de mineracdo, que mostram que elementos tracos em quantidades elevadas
induziam essas alteragcdes. Nesse estudo encontrou frequéncia de 0.15% para o Lago Acu,
sugerindo valores compardveis em uma regido que sofreu considerdvel influéncia de
elementos tragos, assemelhando-se a drea afetada pelo desastre ambiental mencionado,
mesmo sendo as fontes de polui¢do menores quando comparados dessa drea impactada.

A presencga significativa dessas alteracdes nos peixes dos lagos Acu e Viana pode
ser atribuida a exposi¢do a metais, detectados tanto na dgua e sedimentos, quanto no
musculo dos peixes. Estas anomalias surgem nas células em resposta a acdo de agentes
mutagénicos como € o caso dos elementos tracos (Safina ef al., 2021). A exposi¢do desses
organismos a metais resulta na modificacdo do material genético das células,
desencadeando a formag¢do dos MNs (Silva et al., 2019). Uma vez modificados,
comprometem as funcdes dessas células que transportam oxigénio (Razzaq et al., 2021),
modificam o sistema imunolégico dos organismos e causam deficiéncias nutricionais.

Embora tanto as alteracdes nucleares eritrociticas quanto a formagdo de
microntucleos possam ser causadas por danos cromossdmicos, é importante destacar que
nem toda alteracdo nuclear resultard na formagao de micronucleos (Kwon et al., 2020).
Existem diferentes mecanismos e vias celulares envolvidas na reparacdo do DNA e na
segregacao deles, o que leva a diferentes consequéncias nas células (Hustedt e Durocher,
2017).

Além das ANE e MN, observou-se células com mais de quatro micronucleos, de
acordo com Osman et al. (2010), devem ser descartadas e consideradas como um
fendmeno de apoptose, um evento celular programado. Quando ocorre uma modificacdao
no nucleo, como danos no DNA, a célula automaticamente inicia um processo de
autodestruicdo (Kolodziej et al., 2018) para evitar a formagdo de novas células
defeituosas. A apoptose € um mecanismo importante para remover células durante o
desenvolvimento do animal, eliminar células potencialmente cancerosas € manter o
equilibrio no corpo do organismo (Alberts et al., 2017).

A presenca dos metais encontrados principalmente nas amostras de dgua e
miusculo dos peixes pode interferir na inibicdo das cascatas de MAPk quinases

(Kefaloyianni et al., 2005) e na formagdo de células apoptéticas através de mecanismos
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como estresse oxidativo (Sytar et al., 2013), danos ao DNA, modulagcao da via de
sinalizacdo e regulagdo da expressdo génica (Silva-Filho, 2021). Além disso, alguns
elementos podem interagir com diferentes vias de sinalizacdo (Fatima et al., 2019)
causando distdrbios mitocondriais. O desenvolvimento de canceres e retardo no
crescimento dos organismos sdo reflexos desses disttirbios (Genchi et al., 2020).

Jomova e Valko (2011) e Valko et al. (2016) discutiram que metais pesados
podem induzir a formacdo de radicais livres, levando ao estresse oxidativo e danificando
as proteinas e lipidios presentes nas membranas eritrocitdrias. O chumbo, em particular,
inibe enzimas chaves envolvidas no metabolismo celular, impactando o funcionamento
dos eritrécitos (Fu e Xi, 2020). Essas alteracdoes podem resultar em uma maior fragilidade
celular, diminui¢do da capacidade de transporte de oxigénio e até mesmo na formacao de
corpos de inclusdo, comprometendo a homeostase e a funcionalidade dos eritrdcitos
(Sharma, Khan e Mahmood, 2023). Efeitos como esses podem variar dependendo do
metal, concentracao, tempo de exposi¢do e tipo de célula exposta.

Durante esse estudo, foram observadas alteragdes histoldgicas graves nas
branquias e no figado dos peixes, devido a exposi¢do de poluentes dos lagos. Mallat
(1985) e Marinovic et al. (2021) mostraram que hipertrofia do epitélio respiratorio e a
necrose das lamelas sdo as alteracdes mais comuns observadas quando os organismos
foram expostos a metais toxicos em seus experimentos, associadas as elevadas taxas
desses metais, como Fe> Al> Cu > Pb encontrados nos lagos Ac¢u e Viana.

Por serem 6rgaos sensiveis, as branquias reagem de forma generalizada a diversos
fatores, como pH mais 4cido, baixos teores de OD e atividades parasitarias (Lima et al.,
2024), como demonstrado neste estudo. Essas alteracdes nas estruturas podem surgir por
dois principais motivos: mecanismos de defesa ou como resposta a exposicao de certos
poluentes ou agentes xenobidticos.

A hiperplasia e hipertrofia epitelial, bem como o levantamento do epitélio
respiratdrio, sdo interpretadas como primeiros mecanismos de defesa nas branquias
(Ugurlu et al., 2019). A hiperplasia reduz a superficie respiratoria, enquanto a hipertrofia
e o deslocamento do epitélio lamelar ampliam a distancia de difusdo, tornando mais
desafiadora a captagdo de xenobidticos (Camargo e Martinez, 2007). Essas alteracoes sao
reversiveis, e espera-se que regridam apds o periodo de exposicdo. Em contrapartida,
alteracdes irreversiveis, como necroses e aneurismas sao consideradas decorrentes de
xenobidticos, conforme Marinovic et al. (2021). Comparando entre periodos sazonais,

observa-se que os valores do Indice de Alteragdes Histolégicas (IAH) foram mais
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elevados, principalmente para as alteragdes no figado, durante o periodo de estiagem. Isso
mostra que organismos como os peixes sao sensiveis as variagdes ambientais como visto
nesse estudo que os paramentos estudados apresentaram correlacdes com os metais.

Um padrao semelhante foi identificado por Cardoso et al. (2018) e Lima et al.
(2024) na mesma regido, no qual registrou-se maiores [AHs durante o periodo de
estiagem, com maior frequéncia de alteracdes irreversiveis. Kosti¢-Vukovi¢ et al. (2021)
também destacaram que o actimulo de metais em peixes € maior durante a estiagem,
resultando em maiores alteracdes histoldgicas nos 6rgaos concordando com o estudo de
Ali et al., (2023), devido a maior atividade metabdlica dos peixes nesse periodo,
acumulando maiores teores de metais. Bhuvaneshwari et al. (2015), Lima et al. (2022) e
(2024) demonstraram alteracdes histolégicas em branquias e figado como biomarcador
util para avaliar o impacto toxico de metais em peixes.

A andlise de correlacao neste estudo foi fundamental para determinar a influéncia
e direcao do relacionamento entre o surgimento das altera¢des a nivel celular, as variacoes
nos parametros ambientais e niveis de metais da dgua e sedimento. Mostrando que as
variacOes sazonais interferem na sua disponibilidade no ecossistema. Cabe ressaltar que
alguns desses elementos quando em contato com outros podem surgir efeitos sinérgicos
(Youssef et al., 2024), o chumbo facilita a absor¢do de cobre, e o cobre, 0 mesmo com o
chumbo (Tao et al.,1999; Youssef et al., 2024) isso ficou claro na andlise de correlagdo.
Komjarova e Blust (2009) discutiram que a presenca de Cu diminui a absorc¢ao de Cd.
Nesse estudo os valores de cidmio ndo tiveram variagdes, apesar da presenca do elemento
cobre, pois apresentaram valores superiores ao limite de quantifica¢do, corroborando com
os estudos de Cardoso et al. (2018), Lima ef al. (2024). Além dessas, observou-se ainda
correlagdes positivas e negativas entre os metais, como exemplo, entre chumbo e
aluminio, ferro e entre manganés e arsénio.

Obteve-se correlacdes positivas e negativas entres os metais de dgua e sedimento
e as varidveis abidticas como correlacao negativa entre Cu e as varidveis (pH, sal e CE),
Pb e pH, Hg e (pH, sal, CE e Temp) e positivas entre Fe e (OD, pH, Temp e CE), Pb e
Mn e Se com (CE, OD e Temp).

Mubiana e Blust (2007) ressaltaram uma correlag@o positiva entre a temperatura
e o Cd. No entanto, em nosso estudo, corroborando os achados de Youssef et al. (2024),
observamos uma correlacio negativa entre Cd e a temperatura. Essa disparidade sugere
que, embora temperaturas elevadas possam resultar em maior bioacumula¢do de Cd nos

organismos, essas tendéncias podem ser influenciadas por variacdes na solubilidade ou
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nas taxas de deposicio em diferentes faixas de temperatura. O mesmo padrao foi
constatado em relacdo ao Cu e a temperatura em nossa pesquisa. Em paralelo, Yuan et al.
(2020) relataram correlagdes negativas entre os metais e os parametros ambientais pH e
salinidade, alinhando-se aos resultados deste estudo. Nyholt er al. (2022) associaram
essas relagdes aos lagos do tipo vérzea, destacando-os como pontos centrais para o
acimulo de metais devido as condi¢des ambientais favordveis as bactérias.

Essas correlacbes mostram as complexas interacdes entre os metais € o0sS
ecossistemas, nao sé entre eles com os parametros ambientais, mas também a forma como
induzem o surgimento de alteracdes celulares e teciduais nos organismos expostos. Cabe
ressaltar que essa correlacdo pode variar dependendo das espécies utilizadas, a regido
geografica e além das condicdes ambientais. Ainda se destaca que a presenca desses
metais pode ser uma das consequéncias das acdes antropicas aos redores dos lagos e que
eles podem acumulam nos peixes e podem resultar no retardo do crescimento, como visto
neste estudo.

Naturalmente, os organismos precisam de metais para realizar algumas das
principais atividades metabdlicas. O processo de bioacumulacdo nos peixes exige um
processo de absorcdo, metabolizacio e excre¢do bem rigidos. Embora esses elementos
sejam necessdrios, em quantidades elevadas nao conseguindo ser metabolizados pode
levar a toxicidades deles. As variacdes na bioacumulacdo desses metais podem ser
influenciadas pela interacdo dos fons metélicos durante o processo de absorcdo
juntamente com métodos tnicos de fixagdo e controle de metal. Pelletier e Campbell
(2004) e Yap et al. (2003) sugerem que essas interacdes podem impactar a forma como
os organismos acumulam ions metalicos.

Esses resultados destacam a complexidade das relacOes entre os metais,
parametros ambientais e as alteracdes observadas nos peixes, contribuindo para uma
compreensdo mais abrangente dos impactos ambientais nos ecossistemas aquaticos. Esta
avaliacdo da qualidade ambiental dos lagos, ¢ de suma importancia para entender o

comportamento de xenobidticos nos ecossistemas.

5 Conclusao

Dessa forma, a poluicao por metais oriundos de fontes pontuais e difusas nos lagos
Acu e Viana, s@o consideradas ameagas ndo apenas ambiental, mas também a satde
humana. Uma vez que a presenga desses metais pode prejudicar a satde dos peixes,

induzindo a formacao de altera¢des nucleares eritrociticas e alteracdes histoldgicas graves
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nos 6rgaos- alvo. Os niveis de metais encontrados, no sedimento, 4gua e musculatura dos
peixes coletados mostram que os lagos estio sofrendo impactos provocados pela poluicao
desses poluentes. As altas frequéncias de micronucleo e indices de alteracdes histolégicas
(IAH) nas branquias e figado reforcam e comprovam ndo sé esse fator, mas mostram a
eficdcia dessas técnicas de biomarcadores de efeito para avaliagdo ambiental de
ecossistemas aquaticos. E que os peixes utilizados neste estudo sdo 6timos modelos para
biomonitoramento como a Hoplias malabaricus que foi considerada melhor biomonitora.
Com isso, o fato de a presenca desses metais toxicos nos ecossistemas aumentar a cada
dia, precisa-se discutir e novas legislagdes que ajustem os valores permitidos,
principalmente as legislacdes nacionais, além de realizar fiscalizacdo mais eficazes para

evitar esse descarte de efluentes nos ecossistemas.
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52 CAPITULO II: First report of Braga patagonica (Crustacea:
Isopoda) in Hoplias malabaricus (Characiformes: Erythrinidae) in a lake

in Eastern Amazon, Brazil
Abstract

This study documents the inaugural occurrence of the isopod Braga patagonica in H.
malabaricus in Maranhdo, eastern Amazon, across two seasons. The paper includes a
detailed description of the parasite's morphology. Isopods were extracted from the gill
cavity, integument, and fins of 30 fishes during the dry season (November 2021) and rainy
season (May 2022), followed by euthanasia with eugenol and necropsy. Parasite
identification relied on analyzing morphological structures and body size. The study also
calculated parasitological indicators, such as prevalence rate (P), mean intensity (MI),
mean abundance (MA), and the fish's relative condition factor (Kn). Both female and
male parasites were observed on the gill cavity, integument, and near pectoral and pelvic
fins. Hosts exhibited elevated MI and MA of isopods (1.0+0.00) in the dry season, with a
P of 66.67%, while in the rainy season, MI and MA were 0.67+0.49. Fish Kn displayed
significant seasonal variations (p<0.05), ranging from 1.58 to 1.77 in the dry season and
1.19 to 1.31 in the rainy season. This paper substantiates the initial report of isopods in
Maranhdo, delineating morphological distinctions in the species and contributing

essential information about Cymothoidae in the eastern Amazon basin.

Keywords: Aquatic ecology, condition constant, biometric variables crustacean,

ectoparasite.
Introduction

Ectoparasitic isopods, despite their tiny size, are intriguing for their notable
adaptation to parasitic life and the variety of effects they cause on the organisms with
which they associate (Cardoso et al., 2017). They usually parasitize the gills, integument,

fins, oral cavity, and nostrils of fish (Tavares-Dias et al. 2014, 2015), causing considerable
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damage by interfering in metabolic growth and reproduction rates, often resulting in the
death of their hosts (Acosta et al., 2016).

The genus Braga described by Schiodte & Meinert (1881) comprises eight
species, namely, B. cichlae Schiodte & Meinert (1881); B. nasuta Schiodte & Meinert
(1881); B. brasiliensis Schiodte & Meinert (1881); B. patagonica Schiodte & Meinert
(1884); B. fluviatilis Richardson (1911); B. bachmanni Stadler (1972); B. amapaensis
Thatcher (1996), and B. cigarra Szidat & Shubart, (1960), Thatcher, (2002). The
occurrence of Braga patagonica in neotropical fishes has already been reported in Brazil,
although there are still only a few scientific records, i.e., two reports in pisciculture and
several in natural environments (Tavares-Dias et al., 2015, Virgilio et al., 2020). To date
no report has been published of this parasite in the municipality of Concei¢do do Lago
Acgu, Maranhao, Brazil, specifically in the Baixada Maranhense region. Hence, this is the
first case report of the parasite in the region and in its lake area.

The life cycle of these parasites presents well-defined stages, which are divided
into intra-marsupium and post-marsupium. The formation of the marsupium, where the
eggs are deposited, occurs in the female organism before reproduction. After the eggs
have formed and the larvae hatched, the first larval stage of these crustaceans, which is
called nauplius, takes place inside the marsupium (Souza et al., 2018).

The fish Hoplias malabaricus (Bloch, 1794), commonly called “traira” in Brazil,
is a medium size species found in rivers and lakes of the Neotropical regions of South
America, especially in the Amazon basin (Alcantara & Tavares-Dias, 2015). This fish has
nocturnal habits, great resistance and is highly adaptable to modified environments and
lentic water, which is why it is present in 76.92% of the lake Lago Acu, Maranhao
(Benigno et al., 2016; Cavalcanti, 2019; Ferreira, 2016; Martins, 2015). Given the
relevance of ichthyoparasitology to the conservation and handling of aquatic ecosystems,
this investigation into the presence and prevalence of the ectoparasite B. patagonica in
Maranhao has become extremely important. This study also contributes to expand the
biogeographic distribution of this species and to shed light on the pathological effects of
the parasite on its host.

Despite the well-known diversity of crustacean ectoparasites in Brazil, little is
known about their distribution. Therefore, this paper reports on the occurrence of B.
patagonica in H. malabaricus caught in two seasonal periods in the lake of Baixada

Maranhense, in the municipality of Concei¢do do Lago Acu, state of Maranhao, Brazil.
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Material and Methods
Environmental permits

The study was conducted following the normal procedures and ethical standards
established by the Ethics Committee for Animal Experimentation (CEEA), Faculty of
Veterinary Medicine at the State University of Maranhdo — UEMA, under Process No.
022/2019. All the necessary permits for this work in the Environmental Protection Area
of Baixada Maranhense were issued by State Secretariat for the Environment (SEMA),
under Process No. A18-2022, and authorization for the activities involving biodiversity
was obtained from the Chico Mendes Institute for Biodiversity Conservation (ICMBI0),
under Process No. 69518-4.

Study site and fish sampling

Thirty specimens of Hoplias malabaricus were caught by means of artisanal
fishing in three sampling spots of Acu Lake, located in the mesoregion of Maranhdo, in
the municipality of Concei¢do do Lago Agu (N 9573.837.92, E 512.983.74, zone 23S
UTM) (Figure 1). During the rainy season, this lake is considered one of the largest in
South America (Cardoso et al., 2018), reaching a length of 122km. It is classified as a
floodplain and is part of the Environmental Protection Area in Baixada Maranhense,
considered a Humid Zone of International Importance (Maranhao, 1991).

The first fish specimen collection took place in November 2021 (dry season) and
the second in May 2022 (rainy season), with a total of 15 fish per season. The animals
were euthanized by immersion in 75 mg L™ of eugenol (Jerénimo et al. 2016), and
necropsied to remove the parasites found in their gill cavities, integument and fins, using
a pair of tweezers. The isopods thus removed were fixed in 10% formalin, and 24 hours
later, were preserved in 70% alcohol, when their length and width were calculated for
identification to the species level (Jeronimo et al. 2012).

Using a pachymeter and balance, the morphometry of the fishes was measured,
i.e., (total length (Lt), standard width (sW) (in cms) and total weight (Wt) (in grams), and
the curve of the Wt/sW ratio (Wt = a.Ltb) was adjusted by estimating the values of a and
b to verify the expected results of weight (We).

The isopods were identified in the laboratory using the dichotomous keys of
Thatcher et al. (2009) and Tavares-Dias (2010; 2014). Measurements of the parasites and
morphological analysis, such as uropods, maxillipeds and telson, helped in the

identification (length and width in cm).
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The parasite prevalence rate (P, in %), mean intensity (MI), and mean abundance
(MA) of the parasite were calculated as described by Bush et al. (1997). Lastly, we
calculated the fishes’ relative condition factor (Kn) tested according to the Kn = 1.00
standard (Le Cren, 1951), which is the coefficient between observed weight and expected
weight at a given length (Kn = Wt/We).

The normality and homogeneity of the data on total length, standard length, and
weight and condition coefficient (k-n) in the dry and rainy seasons were then verified,
using Shapiro-Wilk’s test and Levene’s test, respectively. After our hypotheses were
confirmed, each variable was subjected to an independent ¢ test, using STATISTICA 10
software, with a significance level of a = 0.05 to evaluate statistical differences between

the seasons.
Results and Discussion
Identification and morphology of Braga patagonica

Twenty-five B. patagonica isopods were found attached to the integument next to
the host’s pectoral and pelvic fins and branchial cleft (Figure 2), 15 during the dry season
(ten females and five males) and 10 during the rainy season (seven females and three
males). It should be noted that the average length and width of the females were larger
than those of the males (Table 1). This difference can be attributed to the morphology of
the females, whose eggs develop in a marsupium, contributing to increase their body size
(Tavares-Dias et al., 2014).

We also found that the male isopods collected during the dry season were smaller
(Figure 3A-3B) in length and width compared to those in the rainy season. This difference
can be attributed to seasonal variations in environmental conditions, especially in the dry
season, which is characterized by scant food resources, water quality modifications, and
temperature and pH variations in these environments (Lizama et al., 2007).

On the other hand, female isopods were larger (Figure 3C-3D) in the dry season,
with an average length of 2.09 cm, following the same standard as the males (Eiras et al.,
2017). This feature was also reported by Thatcher (2006). Environmental and behavioral
factors (seasonal photoperiodism) can influence these seasonal variations in the size of B.
patagonica parasites according to water quality, highlighting the complexity of the
interactions between organisms and environment (Reis et al., 2019). Temperature may be
an ideal factor for the development of this isopod (Oliveira & Masurani, 2006). Moreover,
body size variations may be ascribed to changes in the cycle of life of females in response
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to seasonal fluctuations, favoring the faster growth of offspring. Body size may be an
advantage during this period, since it influences sexual selection, which is confirmed by
the body length rates in the dry season.

Although very little is known about the impact of isopods on fish health, branchial
injuries are very common. They are commonly found on the integument, fins (Innal et al.,
2017), branchial cleft (Eiras et al., 2010) and even in the mouth and tongue of fishes
(Eiras, Takemoto & Pavanelli, 2000). The parasitic activity of B. patagonica could have
very deleterious effects on the structures of the host’s organs to which the isopod attaches
itself. This leads to atrophy of the branchial arches, especially the fusion and atrophy of
branchial lamellae (Eiras et al., 2010), as well as tongue injuries, culminating in cell
hypertrophy, degeneration, and necrosis (Takemoto et al., 2009). This, in turn, causes
weight loss of fish, reducing their metabolic and respiratory functions (Jerdnimo et al.,
2015); not to mention secondary infections, development of aneurysm of the gills
(Carvalho et al., 2004) or death of the host (Acosta ef al., 2016; Texeira et al., 2018). In
some cases, this class of parasites can act as a vector for another parasite through
integumentary system injuries on the hosts (Rhode, 2005; Chavez-Lopes, Rocha-Ramirez
& Bruce, 2005).

Isopods have three body parts: head (cephalon), thorax (pereion) and abdomen
(pleon). They have sessile eyes and a pair of antennules, followed by a pair of antennae
(Figure 4 — C), which are considerably larger than the former and develop a crucial
sensory function. The female cephalon is triangular in shape, curving slightly downward
along the edge. In addition, the head contained maxilla, as well as the first and second
mandibles, which are essential structures that enable these parasites to feed, according to
Thatcher (2006). Another important element in the identification of isopods is the
presence of an additional pair of maxillipeds (Figure 4 — C). These are usually linked to
the first thoracic segment; however, in this case, they are already combined with the
parasite’s cephalon. These specific anatomical features of the isopod’s body develop
crucial functions in their feeding and sensory activities, contributing to their adaptation
and survival in their environment (Thatcher, 2006; Tavares-Dias, 2014).

Females of the genus Braga are usually oval shaped, their largest portion being
the third segment of the thorax (pereion). A distinctive feature is the presence of a
marsupium in which the female’s eggs develop. Depending on the size of the isopod, the
number of eggs can vary significantly from 200 to 1600 (Souza et al., 2018). The color

of females is similar to that of males, but they are less pigmented (Tavares-Dias et al.,
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2014). The final abdominal segment of the females is a rounded pleotelson (Figure 4 — E
and F), and the uropods are shorter than the top of the telson, with exopodites and
endopodites of the same length, ending with a shorter rounded tip (Figure 4 — G). All the
pereopods ended with claw-shaped dactyls (Figure 4 — H).

As described in the identification key, the males are smaller than the females and
exhibit an intense green color, with black pigmentation in every segment. The cephalon
and pleon of the males are larger than those of the females. A noteworthy aspect is the
evident sexual dimorphism in the maxillipeds, in both shape and size, as described by
Tavares-Dias, Araujo & Barros (2014). These morphological and color differences
between males and females are important to identify these isopod species and understand
their biology (Thatcher, 1997; Araujo, 2002).

It should be noted that the literature on these morphological features of the parasite
is very limited, and are described only by Schiodte & Meinert (1884) and Thatcher
(2006). Other authors, such as Chagas et al. (2016), Hoshino et al. (2016), Gongalvez et
al. (2018) and Tavares-Dias (2014), describe only the parasite’s geographic distribution.

According to the parasitological index in Table 2, the prevalence rate, mean
intensity and mean abundance of B. patagonica were significantly higher during the dry
season (prevalence of 100%, mean intensity of 1.0£0.00 and mean abundance of
1.0£0.00) than in the rainy season (prevalence of 66.67%, mean intensity of 0.67+0.49
and parasite abundance of 0.67+0.49). In comparison with studies by Lima, Challapa and
Thatcher (2006), who reported an mean intensity of 1.5 parasites per host, the intensity
levels per host were relatively low. This difference may indicate variations in the parasite
load between fish populations and studied ecosystems.

Several Cymothoidae species have been reported to act as ectoparasites of
freshwater fish in South America (Thatcher (2006); Tavares-Dias (2014; Oliveira et al.,
(2019); Neves &Tavares-Dias, (2019), especially the genus Braga in the Brazilian
Amazon, demonstrating the importance of parasite biodiversity (Virgilio et al., 2020). We
observed that Braga patagonica is able to parasitize numerous freshwater fish species
(Tavares-Dias, 2014; Aratjo, 2002). However, the literature offers little data about
infection rates and transmission of Braga spp. in Brazilian fish species. Tavares et al.
(2014) was the first to describe these parasites in Brazilian fish farming, representing the
first report in a controlled environment and classifying its effects as highly pathogenic. In
the marine environment, Chagas et al. (2016) published the first description of these

parasites in the municipality of S3o Jodo de Pirabas, state of Para.
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Table 3 lists the reports of Braga patagonica in Brazil, including prevalence rates,
mean intensity and mean abundance of the parasite, hosts they were parasitizing,
environment, and place of record. The presence of the isopod has been reported in the
main rivers of Brazil’s Amazon basin, most of them in northern Brazil, so this is the first
report of the isopod in northeastern Brazil.

Reports of Braga patagonica collected from fish species in the Brazilian Amazon
from 2004 to the latest research (2023). P%: Prevalence; MI: Mean Intensity; MA: Mean
Abundance

Only a few studies, such as those of Chagas et al. (2016), Oliveira et al. (2019),
Neves & Tavares-Dias (2019), Gongalvez et al. (2018), Alcantara & Tavares-Dias (2015)
Neves et al. (2014), Carvalho et al. (2004), and Tavares-Dias et al. (2014), reported the
low prevalence and charactered isopod ectoparasites in fishes from natural environments
in Lake Acu. This paucity of information underscores the relevance of this research aimed
at shedding light on the dynamics of these parasites in lentic ecosystems of lakes. It also
indicates to the need for further studies to gain a better understanding of the interactions
between these parasites and their hosts in natural environments, and to expand the body
of knowledge about the dispersion and geographic distribution of isopod ectoparasites.

On the other hand, estimating the real prevalence of ectoparasites in natural
environments is not an easy task. When these fish are caught in fishing nets, they start to
struggle, seeking to escape, which raises their stress levels and reduces their metabolism
over time. This can cause the isopod to leave the host’s branchial cleft and look for another
organism to parasitize in order to survive.

The main hosts this isopod species parasitizes in South America’s ecosystems
(Table 3) include: Serrasalmus spp. (Aragjo, 2002), Colossoma macropomum (Tavares-
Dias et al., 2014), Pygocentrus nattereri (Carvalho et al., 2004), Curimata inornata
(Neves et al., 2014), Propimelodus eigenmanni (Neves et al., 2014), Hoplias malabaricus
(Alcantara & Tavares-Dias, 2015) and Phractocephalus hemioliopterus (Oliveira et al.,
2019) in lake environments, as well as Peprilus paru (Chagas et al., 2019) in marine
environments. In addition to their vast geographic distribution, these species are
important in commercial fishing, especially those from lake ecosystems, such as Hoplias

malabaricus specimens that we found.

Morphometrics of Hoplias malabaricus
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Table 4 lists all the data on total length, standard length, total weight and Kn of H.
malabaricus specimens caught in Lake A¢u. An analysis of the results reveals that the
numbers are higher in the dry season than in the rainy season, although there is no
statistically significant difference (P>0.05).

This analysis demonstrates that the body size of H. malabaricus is usually larger
in the dry season than in the rainy season, with a slight difference Lt (p = 0.95). This
information is crucial to understand the effects of seasonal variations on the physical
characteristics of these fishes, and can be attributed to food availability and environmental
conditions.

The numbers found in this study corroborate previous studies by Oliveira (2019),
who investigated the same species during the same seasonal periods in Lake Agu.
Complex factors such as food availability, decreasing competition for food resources and
environmental conditions may have influenced the growth and weight of traira fish (Vaz-
dos-Santos et al., 2021).

The relative condition (Kn) showed different statistics (p<0.05), from 1.58 to 1.77
in the dry season, to 1.19 to 1.31 in the rainy season, indicating that the measured weight
was greater than the estimated weight. As suggested by Barbieri (1989), this is attributed
to the spawning season. The Kn factor is a sign of health of organisms in different
environments and conditions. Even though H. malabaricus were parasitized by Braga
patagonica, the fish were in healthy condition for the environmental situation of Lake
Acu, since the higher the constant the greater the well-being of fishes (Ahmed et al., 2021;
Giarrizzo et al., 2015).

An analysis of the dispersion diagram representing the Kn-to-body length ratio
(Figure 5) revealed that this ratio of the variations under study was negative during
seasonal periods. During the dry season, the Kn value remained stable at around 1.75,
with few variations in the body length of the specimens. These data are in contrast to
those recorded in the rainy season, when the data showed a wider dispersion in the
diagram compared to the line, indicating that the most significant variations occurred in
body length. It should be noted that all the results of this condition constant were similar
to the findings reported by Alcantara and Tavares-Dias (2015) for the same fish species
collected in the Amazon basin.

Figure 6 (A and B) illustrates the weight-to-length ratio of Hoplias malabaricus.
The graphic representation exhibits the plotted data, with their corresponding equations

of coefficients of determination (R?) for both seasons under analysis.
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The equations were as follows: y = 7.3061x + 4.1925 for the dry season, and y =
11.719x — 106.18 for the rainy season. Both cases have a positive weight-to-length ratio,
indicating a direct correlation. In other words, the greater the length of the fish, the heavier
its total weight. Moreover, within the confidence interval, the variation in data is minimal,
suggesting a significant consistency in the identified ratios.

Although the Kn constants indicate the good health of these fish, the parasitic
activity of B. patagonica can injure its host, with serious implications for the structures

of the organs to which they attach.
Conclusions

In conclusion, this study describes advances in the occurrence and distribution of
Cymothoidae parasites in Baixada Maranhense, in the eastern Amazon basin, providing
the first description of their occurrence in a Neotropical fish in the state of Maranhao. In
addition, a visible dimorphism was identified in the dimensions of Braga patagonica,
especially in the females, with biological and ecological implications of these parasites in
different seasons. These discoveries establish a solid basis for future research into the
biodiversity, ecology and conservation of Cymothoidae in the Amazon region,

contributing to the preservation of biodiversity in the Amazon region.
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Figure 1. Geographic area of Hoplias malabaricus collection sites in Lake A¢u, Maranhao,

Brazil.
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Figure 2. Braga patagonica ectoparasite attached to the pelvic fin of Hoplias malabaricus.
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Figure 3. Braga patagonica isopod. A — Dorsal view of the male (drk arrow), ighlighting its color; B —
Ventral view of the male; C — Dorsal overall view of the female (black arrow) 3™ largest segment, and D —

Ventral view of the female (black arrow), showing the marsupium. Scale: 10mm.
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Figure 4. Morphological structures of Braga patagonica removed from Hoplias malabaricus. A — Male
cephalon and sessile eyes (black arrow); B — Female cephalon, with eyes and antennae (black arrow and
asterisk); C — Pair of antennae and antennules (black arrow); D — mandibles (black arrow) and maxillipeds
(*); E and F — telson, highlighting uropods (black arrow and asterisk); G — uropods, highlighting exopodites
and endopodites (*); H — view of pereopods with claw-shaped dactylus; I — marsupium containing hatched

larvae.
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Table 1. Biometrics of females and males (cm) of Braga patagonica in Hoplias

malabaricus of Lake Acgu, Baixada Maranhense, Maranhao, Brazil. Mean + standard

deviation.
Season No Sex Males Females
" F M Length Width Length Width
Dry* 15 10 5 1.2340.04 0.7620.17  2.09+0.39 10.9+0.23
Rainy* 10 7 3 1.96+0.35 0.86+0.04 1.84+0.39 0.97+0.24

*The samples showed no significant differences between the seasons or sexes.

129



Table 2. Parasitological data of Braga patagonica on Hoplias malabaricus from Lake

Agu, eastern Amazon basin.

Season EF/PF TNP P% M AP
Dry 15/15 15 100% 1.0£0.00  1.0+0.00
Rainy 15/10 10 66.67% 0.67+0.49 0.67+0.49

EF-Examined fish, PF-Parasitized fish, TNP- Total number of parasites P%-

Prevalence rate, MI- mean intensity, PA- Parasite abundance.
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Table 3. Reports of Braga patagonica collected from fish species in the Brazilian

Amazon from 2004 to the latest research (2023). P%: Prevalence; MI: Mean Intensity;
MA: Mean Abundance.

Site in the
Host Municipality P (%) MI MA Environment Reference
/ State
Hovlias Conceicdo do Current
ma lagaricus Lago Acgu 83% 0.83 0.83 Lake Acu study
(Maranhao) (2023)
Pimelodella . _ Virgilio et
of. humeralis (Amapa) - 1.0 0.5 Distributary al.. 2020
Phractocephalus . Amazonas Oliveira et
hemioliopterus (Pard) 8.3% 10008 River al., 2019
?Z’;f;fu"ss Sant 200% 10 02 Neves &
; antanda Matapi River ~ Tavares-
Propimelodus (Amapd) 1500, 20 02 Dias, 2019
eigenmanni ) ) ) ’
Colossoma . . . Gongalvez
macropomum Gurupa (Pard) 5.9% 0.1 0.1 Jar1 River etal. 2018
. Sao Jodo de 84.3 ‘ Chagas et
Peprilus paru Pirabas (Pard) % 1.0 0.8 Maré al.. 2016
Acestrorhynchus Macapa 1.6% i 06 IS%?;?;S Hoshino et
falcatus (Amapd) e ’ Fortaleza al.,2016
Curimata Macapa Igarapé Neves et
incompta (Amapd) 2.5% 20 0.0 Fortaleza al., 2016
Hovlias Igarapé Alcantara
p 5 i (Amazonas) 6.1% 1.0 0.1 Stream & Tavares-
matabaricus Fortaleza Dias, 2015
Colossoma 25% 10 003 Fishfarming DS ctals
macropomum 2015
Chaetobranchus . Igarapé Bittencourt
flavescens Macapd 7.1% 1.0 i Fortaleza  etal., 2014
Propimelod (Amapa)
rOpImertodus 0.4% 2.0 0.4 Matapi River  Neves et
eigenmanni al. 2014
Curimata inornata 0.4% 2.0 0.4 Matapi River N
Negro Ilha
4.28% 1.2 0.1 River
Central Marchantaria ~ Tavares-
Amazon Solimodes Dias et al.,
Colossoma (Amazonas) River 2014
macropomum 1.26% 1.2 0.2 Taruma-
Mirim creek
Amapd Tavares-
p . 30.0% - - Aquaculture  Dias et al.,
(Macapa) 2014
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Tavares-

Plagioscion Macapa Solimdes .
squamosissimus (Amapa) 12 i River Dlazsoeitélal. ’
Serrasalmus sp.

Serrasalmus

rhombeus
Mylossoma
duriventre Central (INPA) — Tavares-
Brycon Amazon 0.04% 1.2 - Solimoes Dias et al.,
amazonicus (Amazonas) River 2014
Chaetobranchopsis
orbicularis
Hydrolycus
scomberoides
Pygocentrus Araguaia Araguaia Carvalho et
nattereri Goigsy  S88% 12 o1 TRl al., 2004
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Table 4. Biometric data (mean + standard deviation), total length (Lt), standard width
(sW), total weight (Wt), and constant condition (Kn) of Hoplias malabaricus in Lake

Acu, Baixada Maranhense, Maranhao, Brazil.

Morphometrics Dry season Rainy season
Mean + SD Min. Max. Mean+=SD  Min. Max.
Lt (cm) * 25.2+2.42% 20 31  24.26+2.38* 19 30
sW (cm) * 21.02+2.32% 18 28 20.3+1.62* 17 25
Wt (g) * 181+25.2% 145 250 178.2+£33.86* 128 278
Kn** 1.72+0.03%%* 1.58 1.77 1.26x0.02**  1.19 1.31

* No significant differences were found between the samples in the two seasons.
** Significant differences were found between the samples in the two seasons.

133



53 CAPITULO III: Avaliaciio da fauna parasitaria de peixes Characiformes e

parametros ambientais de lagos amazénicos do Nordeste brasileiro

Itallo Cristian da Silva de Oliveira, Margareth Marques dos Santos, Verdson Frazao,
Ingrid Caroline Moreira Lima, Nancyleni Pinto Chaves Bezerra, Débora Martins Silva
Santos, Elmary da Costa Fraga

Introduciao

Nas ultimas décadas, os multiplos impactos ambientais tém causado diversos
estresses nos ecossistemas aquaticos, um deles ¢ a exposicdo e a suscetibilidade da
ictiofauna ao parasitismo de agentes infecciosos, que interferem no equilibrio do sistema
hospedeiro-parasito-ambiente (Jeronimo et al, 2022; Martins et al, 2015). Com
modifica¢des na triade epidemioldgica, observa-se alteragdes no comportamento € na
fisiologia dos hospedeiros (Timi; Poulin, 2020).

A fauna parasitaria em peixes pode ser influenciada por varios fatores estressores,
como pH, niveis de amodnia (Pampoulie ef al., 2004), oscilagdes bruscas na temperatura
(Jeronimo et al., 2022), variagdes nos niveis de oxigénio dissolvido e sazonalidade
(Cavalcanti et al., 2020) e, quantidade de matéria organica. Além disso, problemas atuais
criticos, como os efeitos do aquecimento global, a¢des antrdpicas, atividades agricolas e
agropecuarias (Ramos 2016), também provocam estresses significativos nesses
ecossistemas. Esses fatores podem resultar no aumento da temperatura dos corpos d'agua,
na desertificacdo dos lencgdis freaticos e diversos desafios globais (Mira et al., 2022).

Com o aumento dos impactos nos lagos da Baixada Maranhense, por exemplo,
despejo de esgoto doméstico, presenca descontrolada de animais domésticos (bubalinos,
bovinos, caprinos e equinos), as espécies Hoplias malabaricus, Pygocentrus nattereri e
Prochilodus lacustris, peixes amazoOnicos mais comercializados na regido, tem
apresentado maior suscetibilidade a fauna parasitaria. Essa predisposi¢ado, por vezes, esta
associada a baixa qualidade ambiental dos habitats onde esses organismos habitam
(Colorado et al., 2015) ou mesmo aos héabitos alimentares.

Pesquisas evidenciam diversos parasitos em peixes: como diversas espécies de
ectoparasitos crustaceos (Bernardino et al., 2016; Gongalves et al., 2016), endoparasitos
nematoides (Colorado et al., 2015; Rodrigues et al., 2018; Pereira, 2020) e hemoparasitos
(Clauss et al., 2008), principalmente com potencial patogénico como Mixozodrios,
Protozoarios, Acantocéfalos e Cestoda. Tendo em vista, que peixes que sao os mais

consumidos e comercializados pelas comunidades ribeirinhas fica evidente que pode

134



representar uma ameaga ndo apenas para esses ecossistemas, mas também para a
populagao local.

As parasitoses estdo associadas a problemas basicos de infraestrutura, questdes
sanitarias e até falta de conhecimento por parte da populacao (Souza ef al., 2023). Como
resultado, os municipios com concentragdao de populacao mais pobre, como observado na
regido da Baixada Maranhense, negligenciados autoridades governamentais e sociedade
em geral, ndo tendo investimento necessario para lidar de forma eficaz com esses
problemas.

E responsabilidade do sistema governamental trabalhar em conjunto para alcancar
objetivos fundamentais para as comunidades, alinhados com as metas estabelecidas pelas
Organizagdo das Nagdes Unidas, como os Objetivos do Desenvolvimento Sustentavel
(ODS). Erradicacdo da pobreza (ODS 1), saude e bem-estar (ODS 3), educagdo de
qualidade (ODS 4) e acesso a dgua potavel e saneamento basico (ODS 6) (Araujo et al.,
2022) para essas regides. Assim evitando altos indices de parasitos em peixes e
parasitoses na populagao local.

Dessa forma, objetivou-se avaliar a fauna parasitaria de trés espécies de peixes
dos Lagos Agu e Viana localizados Maranhdo, Nordeste brasileiro. Além de verificar os

parametros fisico-quimicos e microbiologicos da adgua.
2 Material e método
2.1 Area de estudo

O estudo foi realizado em dois lagos localizados na regido norte do estado do
Maranhao, Nordeste brasileiro, que se encontram inserido na Area de Protecdo Ambiental
da Baixada Maranhense, uma Zona Umida de Importancia Internacional (Ramsar, 2022)
e possui uma area de 17.775 hectares (Cardoso et al., 2018). Uma delas com area de
122.38 Km? esté situada no municipio de Concei¢do do Lago Agu (Latitude: 3° 51° 20
S, Longitude: 44° 52° 59 O) (Figura 1 A) formada pelas variagdes nos niveis do rio
Grajati, enquanto outro lago possui 99.44 Km? e encontra-se em Viana formada pela
inundacao do rio Pindaré, (Latitude: 3° 12' 26" S, Longitude: 44° 59' 57" O) (Figura 1 B)
(Cantanhéde et al., 2016, Limeira-Filho ef al., 2023)

Ambos ecossistemas integram a bacia do Mearim, sendo classificadas como lagos
de vérzea, com duas fases distintas: um periodo de dguas altas que ocorre entre os meses
de dezembro e julho (época chuvosa), e um periodo de aguas baixas que vai de agosto a

novembro (época seca) (Funo et al, 2010; Maranhdo, 2011) com precipitacdo
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pluviométrica média anual de 700 mm a 2200 mm (Maranhao, 2016). Nessas areas,
predomina clima equatorial com poucas varrigdes sazonais. Entretanto, a amplitude
térmica anual para essa regido tende a ser maior na regido interior do que as continentais.
As temperaturas médias anuais variam de 20,8°C a 30° entre as estagdes seca € chuvosa
caracteristicas do clima tropical (Maranhao, 2013).

A coleta de peixes, dguas e sedimentos ocorreu ao longo de um ano, abrangendo
o periodo de novembro de 2021 a novembro de 2022. Durante esse intervalo, quatro
coletas distintas foram realizadas, cobrindo tanto a estacao seca (novembro de 2021 e
novembro de 2022) quanto a estacdo chuvosa (maio e junho de 2022) sendo duas coletas

por periodo.
2.2 Coleta das amostras de agua

Estabeleceu-se trés pontos amostrais para realizacdo das coletas no Lago Viana
(P1: 3°12'.219"S; 44°58'.276", P2: 3°12'.551"S; 44°58'316" e P3: 3°12'.658"S;
44°58'.566") (figura 1 A) e para o Lago Acu (P1: 3°50.129"S; 44°54'04.2", P2:
3°49'14.6"S; 44°55'02.6" e P3: 3°47'55.0"S; 44°51'53.1") (figura B). Esses pontos foram
considerados a partir da distancia em relagao aos centros urbanos dos municipios 3.9 Km

do ponto 1 ao ponto 2 e 3.4 km do ponto 2 ao ponto 3.

Figura 1. Pontos das coletas das amostras de agua superficial de Concei¢do do Lago Acu

(A) Lago Viana (B), Maranhdo, com destaque os trés pontos de coleta: P1, P2 e P3.
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2.3 Parametros fisico-quimicos e microbiolégicos da agua

In situ foram aferidos os parametros de qualidade da 4gua, como pH, salinidade
(Sal), condutividade (CE uS/cm) e oxigénio dissolvido (OD em mg/L) utilizando sonda
Multiparametro AK88 (Novais et al., 2023). As amostras de agua foram coletadas de
acordo com Silva et al. (2021). Em seguida, transportadas ao laboratério em caixas
isotérmicas (Kontchou et al., 2020). Para a analise microbioldgica, utilizou-se a técnica
do substrato cromogénico enzimatico para a determinacdo do numero mais provavel
(NMP) de coliformes totais e Escherichia coli por meio do teste de Colilert-18, segundo
Apha (2005) e Silva et al, (2021). Interpretados de acordo com as Resolucdes do
Conselho Nacional do Meio Ambiente — CONAMA N° 357/2005 (Brasil, 2005) e N°
430/2011 (Brasil, 2011).
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2.4 Coleta do material biologico

Foram coletados o total de duzentos e quarenta (240) exemplares de peixes, das
espécies Hoplias malabaricus (Pisces, Erythrinidae), Prochilodus lacustris (Pisces, e
Pygocentrus nattereri (Pisces, Serrasalmidae) de ambos os lagos, sendo 40 exemplares
para cada coleta realizada.

Posterior, realizou-se a morfometria dos peixes, no qual foram aferidos o tamanho
total (Lt) e padrao (Lp) dos organismos com auxilio de paquimetro e o peso (Wt) com
auxilio de balanca digital.

2.5 Sensibilizacio e eutanasia dos peixes

Apos a captura, os peixes foram sensibilizados com 75 mg L' de Eugenol (6leo
de cravo), correspondendo ao estagio II de sedagdo profunda descrito por Santos et al.
(2016). Em seguida, os peixes foram eutanasiados com sec¢do medular para a realizacao
de outros procedimentos de biometria.

2.6 Analise parasitolégica

A avaliagdo parasitologica dos peixes foi conduzida de acordo com a localizagao
e o tipo do parasito coletado: (i) ectoparasitos (superficie corporal e branquias dos peixes),
(i1) endoparasitos (na cavidade gastrointestinal, 6rgdos e tecido adiposo) e (iii)

hemoparasitos (coletados no sangue periférico).

2.6.1 Confecgdo das extensoes sanguineas para observagdo de hemoparasitos

Apos a coleta dos espécimes, retirou-se uma aliquota de sangue dos peixes com
uma seringa previamente umedecida com EDTA a 10% por meio da técnica de pungao
caudal (Pretto et al., 2014; Ranzani-Paiva et al.,, 2013). Em laboratorio, foram coradas
pelo método Rosenfeld modificado de Tavares-Dias e Moraes (2013). E analisou-se toda
a extensdo sanguinea para quantificacdo dos hemoparasitos e a identificacdo baseou-se
nas caracteristicas morfologicas dos parasitos. E por fim, realizou as fotomicrografias
com auxilio de programa Leica Application Suite (LAS EZ) version 3.3.0 (Copyright ©
2016).

2.6.2 Coleta e identificagdo de Ectoparasitos e Endoparasitos

Os ectoparasitos crustaceos foram retirados da superficie externa do corpo,
branquias e nadadeiras dos peixes e fixados em alcool a 70% (Neves et al., 2017,

Jeronimo et al., 2012; Tavares-Dias et al., 2015). Posteriormente, identificados por chaves
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dicotdmicas de acordo com de Lemos de Castro (1959), Thatcher (1995, 1997, 2006,
2009), no qual foram observadas sexo, tamanhos, coloragdo e estruturas morfoldgicas.
Ap6s a disseccdo dos musculos, das visceras e gordura dos organismos, coletou-
se os nematoides, que foram colocados em solucdo salina a 0,65% e agitados para
remover impurezas e restos de musculatura dos peixes. Fixados em AFA (Alcool- formol-
acido acético) por 48h e por fim, conservados em alcool 70% (Mattiucci et al., 2020).
Para a identificacdio dos endoparasitos, submeteram-se ao processo de
desidratacdo em séries de alcool, incluindo concentragdes de 70%, 80% e 90%, por
aproximadamente 3 horas (Oliveira et al., 2020). Em seguida, desidratados em alcool
absoluto durante uma noite. Os nematoides foram clarificados em creosoto de faia e
montados em preparagdo de lamina semipermanente utilizando entellan, observando as
estruturas internas e a identificagao de acordo com os protocolos descritos por Moravec

(2001), Pardo et al. (2008) e Colorado ef al. (2015).
2.7 Indices parasitologicos e estatistica

Para determinar a ocorréncia de ectoparasitos, endoparasitos e hemoparasitos
(apenas prevaléncia), os mesmos foram quantificados de acordo com Jeronimo et al.,
(2016) e calculados os indices parasitologicos de prevaléncia e intensidade média
conforme recomendado por Bush ez al., (1997).

Os parametros de qualidade de agua e biométricos dos peixes foram submetidos
aos testes de normalidade Shapiro-Wilk e Kolmogorov- Smirnov e homogeneidade
Levene. Para os resultados que atenderam aos pressupostos de normalidade, foram
aplicadas ANOVA fatorial para amostras independentes. Nos casos em que oS
pressupostos ndo foram atendidos, utilizou-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.
Valores de p < 0,05 foram considerados significativos. A andlise baseou-se na comparagao

entre as areas estudadas, as épocas sazonais e as diferentes espécies de peixes.

3 Resultado e Discussiao
3.1 Analise dos pardmetros fisico-quimicos e microbiologicos da dgua

Os valores das variaveis fisico-quimicas e microbiologicas aferidos nos lagos Agu
e Viana estdo dispostos na Tabela 1. Os resultados foram comparados com os valores

recomendados pelas legislagdes brasileiras. Os resultados microbiologicos, coliformes

139



totais e Escherichia coli, ndo apresentaram diferencas estatisticas entre periodos sazonais
(p <0,05).

Os parametros analisados pH, OD e E. coli apresentaram valores fora do
recomendado pela legislagaio CONAMA357/2005 e 430/ 2011. Em todas as amostras de
agua foram encontrados coliforme totais e E. coli, com valores mais elevados no Lago
Agu em ambos os periodos sazonais.

Ao compararmos os valores de coliformes totais entre os periodos sazonais, apesar
de ndo haver diferenga estatistica significativa, observa-se valores mais elevados durante
o periodo de estiagem, tanto no Lago A¢u quanto no Lago Viana, ultrapassando 1.000/100
mL de NMP. Quando comparado os lagos entre si, constata-se que os valores médios do
Lago Acu sdo maiores do que os do Lago Viana.

A presenca de E. coli, apesar de natural, mas em niveis elevados pode ser
considerada indicador confidvel da presenca de microrganismos patogénicos de origem
entérica, provenientes de esgotos, fezes humanas e/ou animais de sangue quente (Herphs
et al., 2023; Dmae, 2001) como visto na area estudada. Essa constatacdo ressalta a
importancia da avaliacdo da qualidade da 4gua e destaca a necessidade de medidas
adequadas para mitigar a contamina¢do microbioldgica nesses corpos d'agua
(Panagopoulos, 2022). A presenca desses microrganismos, pode ser atribuida a
proximidade dos pontos de coleta com as comunidades, onde ocorre o despejo
inadequado de esgoto doméstico in natura, falhas no sistema de esgoto e tratamento

inadequado das dguas residuais, contribuindo para o aumento da concentracdo desses.
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Tabela 1. Parametros fisico-quimicos e microbioldgicos das amostras de 4gua coletadas nos periodos estiagem e chuvoso por pontos de amostragem

(P1 —ponto 1; P2- ponto 2; P3- ponto 3) nos Lagos A¢u e Viana, Maranhao

Periodo Chuvoso Periodo Seco

*Valores rec.

P:g:g;e:;os Lago Acu - junho/22 Lago Viana - maio/22 Lago A¢u - novembro/21 Lago Viana- novembro/22 CONAMA
Pl P2 P3 Pl P2 P3 Pl P2 P3 Pl P2 P3 357/2005
Total 24,196+ 24.196+ 20.196+ 5924+ 6.867 5.112+ 24.196+ 24.196+ 16.659+ 20.142+ 12.033 24.196+ i
coliforms 0.042 0.042 155048 4504 21443 58042  4.00042 1.52443 423143 125442 20042 0.042
Escherichia 259+ 41+ 40+ 41+ 63+ 58+ 10+ 10+ 10+ 8.664+ 554+ 2238t  1.000/100m
coli 25.63 42 15.1 42 0.042 0.564a 12,0242 1042 0.042 0.042 0.04%  1.23672* 25 Aa 684 Aa* L
DO (mg/L) 6,2 + 6.56 + 6.56 £ 3.60 £ 7.46 £ 8.45 + 436+ 6.16 + 6,4 £ 7,7+ 7,83 + 7,86 + 5.0
& 0,554a 1.4148 (04943 (254a% (3442 (0342 (.114%% (0.0442 (,]542 0,142 0,05 4a 0,154 ’
T (°C) 27.66+ 2896+ 3046+ 2733+ 2895+ 3047+ 30+ 30.6 + 31,6 £ 28,13+ 2823+ 30,06+ <40
0.374a 0.354a (2543 (2042 (0342 (.]842 0.2682 0.4 Ba 0,04 B2 0,558 0,2 Ba 0.83 Ba
H 7,8+ 7.13 + 7.53 + 5,26 + 4.89 + 4.66 + 8.55+ 9.03 + 94+ 4,76 + 496 + 4.64+ 5.029.0
P 0.31B2 0.35B2 (1582 0.11B>  0.00Bb* (0.01Bb* (. 1742 (0242 (.]A2* 0.05Bax 5 ]7Bax 0.1B2 i i
EC (uS/cm) 100.73+ 87.83+ 211.6+ 356.6+ 34423+ 318.6+ 3443+ 314+ 3263+ 3568+ 344.1+ 318.9+ )
H 4.90bA 0.15°A4  11.91%4 (.33bA 0.31bA 0.40A 0.443A 2.642A 1.1124 0.3524 0.473A 0.23A
S (ppt) 0.05+ 0.03+ 0.09 + 0.04 £ 0.05+ 0.03 0.15+ 0.14 + 0.12 £ 0.01 = 0.04 + 0.13+ <0.5%
PP 0.042 0.0042  0.1542  0.004*  0.004* +0.004* 0.0042 0.042 0.01 A2 0.042 0.03 Aa 0.00 A2 =70

DO - oxigénio dissolvido; T- temperatura; pH- potencial de hidrogénio; EC — condutividade elétrica; S- salinidade.
*Excederam os valores recomendados pelas legislagdes brasileiras (CONAMA) Resolugdao N° 357 de 2005 e 430/2011.
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3.2 Dados biométricos dos peixes

Os valores médios de comprimento total e padrdo dos espécimes de H.
malabaricus nos lagos Agu e Viana mostraram médias e desvios padrdoes mais elevados
durante o periodo de estiagem, atingindo uma média de 24,2 cm. No periodo chuvoso, o
comprimento total médio foi de aproximadamente 21 cm. Essas médias corroboram com
estudos anteriores conduzidos por Oliveira (2019), que investigou a mesma espécie nos
mesmos periodos sazonais no Lago Acu. Freitas (2018) e Gomes (2021), revelaram
valores semelhantes para essas mesmas dreas da Baixada Maranhense. Esses estudos
constataram que, durante o periodo de estiagem, o tamanho corporal variou de 25 a 30
cm, enquanto no periodo chuvoso variou de 23 a 26 cm. Notavelmente, essas medidas
sdo superiores as registradas no Lago Acu (21 cm) e no Lago Viana (18 cm) durante o
mesmo periodo de analise (Tabela 2).

Quanto as médias biométricas de Pygocentrus nattereri, observou-se relativa
semelhanca tanto entre os periodos chuvoso e de estiagem quanto entre os lagos, sem
evidéncias de diferencgas estatisticas significativas. A variagdo média entre os periodos
sazonais foi de apenas 0,15 cm para o Lago Viana, enquanto para o Lago Agu, essa
variagdo alcangou 3 cm. Ao comparar os lagos, notou-se que as médias de comprimento
no Lago A¢u foram superiores em relagdo ao Lago Viana. Esses resultados indicam que,
no caso de Pygocentrus nattereri, as variagdes biométricas sdo menos influenciadas pelos
periodos sazonais e mais relacionadas as caracteristicas especificas de cada lago.

Foram identificadas diferengas estatisticas nos comprimentos total e padrdo, assim
como no peso, de P. lacustris entre os periodos sazonais. Durante o periodo de estiagem,
o Lago Viana registrou maiores comprimentos médios, atingindo 20,23 cm, com
diferenga de 0,7 cm em relagdo ao Lago Acu. Este mesmo padrao se estendeu para o peso
dos espécimes, com média de 154,38 g no Lago Viana durante o periodo de estiagem.
Estudos anteriores conduzidos por Cardoso et al. (2018), Lima et al. (2022; 2024) e
Soares et al. (2021) no Lago Agu, com P. lacustris, obtiveram médias de comprimentos
de 19,2 cm e 18,8 cm para o mesmo periodo sazonal. Esses resultados sugerem que, na
atualidade, os P. lacustris apresentam tamanhos corporais menores durante o periodo de

estiagem.
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Tabela 2. Dados biométricos (média + desvio padrao) comprimento total (Lt), comprimento padrao (Lp) e peso (Wt) dos espécimes de Hoplias
malabaricus, Prochilodus lacustris e Pygocentrus nattereri capturados nos lagos Ac¢u e Viana, Baixada Maranhense, Maranhao.

Periodo Chuvoso

Periodo Seco

Amostra Lago Acu - junho/22 Lago Viana - maio/22 Lago Acu - novembro/21 Lago Viana- novembro/22
de peixe Lt Lp Wt Lt Lp Wt Lt Lp Wt Lt Lp Wt
Hoplias 21,042,8*8  194422% 73 1+18,3*A  18,0+1,5®  15,5+1,5"® 113,5417,68 24242 04 20,441,434 175,8426,6°8  20,4+2,1"  17,7+1,4%4  120,2438,82F

malabaricus

Pygocentrus  17,1£1,2**  143£1,1*A  71,3£18,8**  14,7+0,6®*  13,440,6* 83,646,434 15,341,084 13,041,1*A  111,4+17,8%% 14,841,084 12,640,924 70,341,434
nattereri

Prochilodus  163+1,2°8  13,7+1,4%% 74 +14,6"8 17,121,324 14,541,1%A 103,8+22,3PA 19442228 17,0+1,0% 150,1+4028 20.2+1,284 17,641,084 154,3+18,334
lacustris

Lt - Comprimento total; Ls - Comprimento padrio; Wt — Peso' *° Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os periodos sazonais e letras iguais indicam a auséncia de diferenca
significativa (p<0,05). # B Letra maitscula diferentes indica presenca diferenca estatistica entre lagos e * letras iguais auséncia da diferenca estatistica entre lagos.
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Variagdes morfologicas e morfométricas intervém na estrutura corporal dos peixes
e podem levar a diferengas funcionais, fisiologicas, de alimentagdo, locomogdo e de
resisténcia (Breda ef al., 2005; Motta, Wilga, 1995; Wainwright et al., 2002).

Os fatores presentes nos lagos como disponibilidade de alimento fatores presentes
nos lagos podem afetar o tamanho e o peso dos peixes (Carvalho et al, 2021). A
disponibilidade de alimento, a competicdo por recursos, a qualidade da dgua (como
temperatura, oxigénio dissolvido, pH e niveis de poluentes), a estrutura do habitat (como
vegetacdo aquatica, troncos submersos e pedras) e a atividade parasitaria (Silva, 2020).

Podem prejudicar o crescimento e desenvolvimento dos peixes (Almeida ef al., 2017).

3.2 Fauna parasitaria dos hospedeiros
3.2.1 Ectoparasitos e Endoparasitos

Nos peixes avaliados foram encontrados parasitos das ordens Isopoda (Braga

patagonica) e Nematoda (Contracaecum (figura 2).

Figura 2. Parasitos de peixes dos lagos Agu e Viana, Baixada Maranhense. Seta -
Nematoides aderidos a musculatura interna e parte do mesentério. Contracaecum sp. em
Pygocentrus nattereri (A); Braga patagonica fixada no tegumento de Hoplias
malabaricus (B).

Os ectoparasitos coletados na suérﬁcie corporal dos peixes, incluindo as
nadadeiras laterais e peitorais, além de alguns exemplares encontrados na cavidade
branquial dos mesmos (Figura-2). Todos eles pertencem a mesma espécie, da ordem
Isopoda. Esse grupo foi encontrado apenas para Hoplias malabaricus no Lago Agu tanto
no periodo chuvoso com prevaléncia de 50% e na estiagem com 75% (Figura 3 A). A
espécie identificada foi Braga patagonica.

Foram coletados 15 espécimes para o periodo de estiagem e 10 no periodo
chuvoso para o Lago Agu apenas para o peixe Hoplias malabaricus, sendo 68% dos
parasitos fémeas e 32% machos. Os exemplares coletados no periodo de estiagem tiveram

medias maiores de comprimento (2 cm) e largura (1,08 cm) enquanto para chuvoso
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comprimento foi (1,88 cm) e largura (0,94), podendo concluir que as fémeas sao maiores
do que os machos como estudos de Tavares-Dias et al. (2014) e Thatcher (2006).

A espécie ja foi descrita no Brasil encontrada nas nadadeiras dorsais de Colassoma
macropomum (Cuvier, 1816) em cultivo no estado do Amapa e fez a distribuicdo de
ectoparasitos de peixes para agua doce do Brasil (Tavares-Dias, Aratijo& Viana, 2014).
Thatcher (2006) descreveu que cimotoides espécies do género Braga infestam a parte
ventral da cavidade opercular ou a boca de seus hospedeiros. Para essa espécie no estado
Maranhao esse ¢ o segundo registro de Braga patagonica, o primeiro relato Reis et al.
(2021) fez para a mesma espécie na bacia do rio Gurupi, Baixada Maranhense. A presenca
desses organismos pode causar lesdes tegumentares nos ¢ levam a futuras infecgdes.

A transmissao parasitaria ¢ de forma direta, com os parasitas nadando ativamente
em busca de um peixe para se fixar e se alimentar (Chagas et al.,2015; Hirano et al.,
2006). Esse parasitismo pode levar a infecgdes ulcerativas que favorecem a formagao
secundaria de fungos, virus e bactérias. Os efeitos dessa infestacdo por ectoparasitas
podem variar de acordo com o equilibrio e a interagdo entre o hospedeiro e o parasita
(Leonardos & Trilles, 2003; Hirano et al., 2006).

Os nematoides Contracaeum sp € Procamallanus sp foram encontrados com
maiores prevaléncias para Hoplias malabaricus. No qual registrou durante o periodo
chuvoso P=55% para o Lago Agu e 80% para o Lago Viana e para o periodo estiagem
P=35% no Lago Ac¢u e 70% no Lago Viana (figura 3 A). Os valores para Pygocentrus
nattereri foram menores, registrado 25% para Lago Acu e 35% Lago Viana no periodo
chuvoso e 15% no Lago Agu e 25% Lago Viana no periodo de estiagem (Figura 3 B). Por
fim para Prochilodus lacustris encontrou nematoides apenas durante o periodo chuvoso
no Lago Viana com prevaléncia de 20%. A infec¢do por nematoides em peixes geralmente
ocorre quando os peixes ingerem ovos ou larvas desses parasitas presentes na 4gua ou em
alimentos contaminados (Santos-Clapp et al., 2022). Apds a ingestdo, as larvas penetram
no trato gastrointestinal do peixe e se desenvolvem, podendo migrar para outros 6rgaos e
tecidos.

A frequéncia de nematoides em peixes como a traira e a piranha pode estar
relacionada a varios fatores (Cérdenas et al., 2022). Primeiro, essas espécies de peixes
sao predadores carnivoros, o que significa que t€ém maior probabilidade de se alimentar
de outros animais, incluindo presas que podem estar infectadas com nematoides (Silva et
al, 2019). Além disso, a traira e a piranha geralmente ocupam posigdes mais altas na

cadeia alimentar, o que pode aumentar a exposi¢do a parasitas, uma vez que acumulam
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as infecgOes presentes em suas presas. E essas espécies sdo as que possuem mais
diversidade de metazoarios.

Figura 3. Prevaléncia parasitaria em (%) dos peixes coletados nos lagos Agu e Viana,

Baixada Maranhense.
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O género Contracaecum possui um corpo cilindrico e alongado, com uma

extremidade anterior que se afunila para formar uma cépsula bucal distintiva (Figura 4).
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Geralmente possuem uma céapsula bucal com trés denticulos cortantes e um es6fago bem
desenvolvido, que ¢ uma parte importante do aparelho de alimentacdo do parasito. Sao
encontrados em diversas regides do mundo, especialmente em dareas costeiras e

estuarinas, onde ha maior concentragao de aves marinhas e peixes.

Figura 4. Fotomicrografias de Contracaecum sp. parasitos de H. malabaricus e P.
nattereri. A- Parte anterior do corpo da larva DL- dente larval, ET- estrias transversais.
B- Parte posterior da larva, A- anus; GR- glandulas retais, C- (CE) Ceco intestina, D-
GR- glandulas retais. Escalas = 50pm

B

As caracteristicas morfologicas deste tdxon sdo consistentes com as descrigdes
feitas por Moravec et al. (1998) e Pinto & Noronha (1976). Nesse taxon, ¢ possivel
observar uma capsula bucal lisa e continua, esdfago dividido em uma por¢ao anterior
muscular e outra posterior glandular, extremidade posterior afilada e a presenga de
espiculas desiguais. Essas caracteristicas anatomicas sdo importantes para a identificagdo
e classificagdo dos nematoides do género Procamallanus (Figura 5). Cabe ressaltar que
as taxas encontradas para esse parasito foram menores do que encontradas para
Contracaecum. Pereira (2020), Gomes (2021) e Silva et al. (2023) encontraram a mesma
espécie com taxas de prevaléncia altas para a regido da Baixada Maranhense para a

mesmas espécies de peixes.
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Figura 21. Fotomicrografias de Procamallanus sp. parasitos de H. malabaricus e
Pygocentrus nattereri. A- Parte anterior do corpo, com capsula bucal (CB), esofago
muscular (EM), es6fago glandular (EG), intestino (IN); B- capsula bucal, (CB), es6fago
médio (EM) e es6fago glandular (EG); C- cépsula bucal. Escalas = 50pm.

A presenca de animais como bovinos, bubalinos, suinos e equinos nas regides da
Baixada Maranhense, principalmente nos locais onde os peixes foram coletados, pode
estar relacionado a contaminagdo do ambiente aquatico por fezes desses animais. Os
nematoides podem estar presentes nas fezes desses animais e, uma vez levadas para os
corpos d'agua, podem contaminar a esse ambiente. Assim, os peixes Hoplias malabaricus
e Pygocentrus nattereri, por possuirem hébitos alimentares carnivoros e detritivoros
podem ser mais suscetiveis a infec¢do por nematoides devido a sua dieta e ao ambiente

em que vivem.

3.2.2 Hemoparasitos
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Nas analises dos esfregacos sanguineos, identificaram-se trés grupos distintos de
parasitos, a saber: Trypanosomatida, Mixosporida e Eucoccidiorida. No contexto dos
tripanossomatideos, especificamente do género Trypanosoma, procedeu-se a
classificagdo destes como morfotipo 4, conforme estabelecido por Diamond (1965) e
Borges (2016) (Figura 6). Estes organismos evidenciaram caracteristicas morfoldgicas
distintivas, tais como corpo alongado, extremidades mais estreitas, configuragdo corporea
mais retilinea, cinetoplasto nitidamente visivel e corado. Notavelmente, os
tripanossomatideos em questdo ndo manifestaram flagelos livres bem definidos e
apresentaram o cinetoplasto localizado mais proximo da extremidade posterior em

relacdo ao nucleo.

Figura 6. Trypanosoma sp encontrados em espécies nativas de peixes dos lagos da
Baixada Maranhense, Maranhdo. Cinetoplasto (C), o nticleo (N), flagelo (F), os vactiolos

(V) Aumento 1000x. Coloragdo Rosenfeld modificado.
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As maiores taxas de prevaléncia foram registradas para Hoplias malabaricus,
particularmente no Lago Acu, atingindo 100% durante o periodo de estiagem, e no Lago
Viana, com uma taxa de 70%. Durante o periodo chuvoso, as taxas de prevaléncia foram
de 65% no Lago Acu e 55% no Lago Viana (figura 3A). Em contrapartida, para
Prochilodus lacustris, as taxas de prevaléncia foram mais elevadas no periodo de
estiagem, atingindo 70% no Lago Viana e 65% no Lago Acu. No periodo chuvoso, a
prevaléncia para esse parasito foi observada apenas no Lago A¢u, com uma taxa de 55%
(Figura 3 B).

As espécies de tripanossomas de todos os morfotipos sdo possivelmente
transmitidas aos peixes por meio de um hospedeiro sugador de sangue, como uma
sanguessuga, cabe ressaltar que foram encontrados 5 exemplares de hirudineos fixados
nas regides das nadadeiras dos exemplares de Hoplias malabaricus e Prochilodus
lacustris. Além disso, crustaceos isopodes também podem ser potenciais vetores de
tripanossomatideos em organismos aquaticos, uma vez que altas taxas de parasitismo
podem levar a mortalidade dos peixes (Correa, 2016). No entanto, os efeitos desse
parasitismo ainda nao sao bem compreendidos (Lemos, 2015). Mais pesquisas sao
necessarias para elucidar completamente a transmissao € o impacto dos tripanossomas
nos peixes.

Comunidades parasitarias sanguineas em espécies de peixes podem ser utilizadas
como indicadoras da satide de sistemas ecologicos e interferem diretamente na fisiologia
e desenvolvimento do animal, levando em consideragdo alto graus de prevaléncia ou
intensidade parasitaria (Molina et al., 2016; Su et al., 2014).

Ainda foram encontrados mixosporideos de dois géneros Myxobolus e Henneguya
(Myxobolidae: Myxozoa) (Figura 7). Os mesmos apresentaram formato piriforme, duas
capsulas polares e projecdo de cauda ou ndo dependendo do seu estagio ou espécie. Esses
organismos sao pertencentes ao filo Myxozoa, que infectam diversos animais, incluindo
peixes. Eles sdo caracterizados por possuirem uma fase de vida complexa, com esporos
multicelulares denominados mixosporos, que sdo a forma infectante e responsavel pela

transmissdo do parasito (Alarcon.et al., 2016).
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Figura 22. Fotomicrografias de Myxobolus e Henneguya em peixes dos lagos Acu e
Viana, Baixada Maranhense. A, B, C ¢ D Myxobolus sp. CP- Capsula polares; EP-

esporoplasma; E- Henneguya sp. Rosenfeld modificado.

Os mixdsporos sao liberados pelo hospedeiro infectado e, em contato com um
novo hospedeiro suscetivel, penetram nas células do tecido, onde se desenvolvem e
multiplicam (Rocha et al.,2018). Posteriormente, sdo liberados como esporos maduros
que podem infectar outros individuos (Ranzani-Paiva, Felizardo & Luque, 2005).

Como foram encontrados nesse estudo, presenca de plasmodios nas branquias dos
peixes (Figura 8) onde faziam a reprodu¢do dos parasitos antes de serem liberados na
corrente sanguinea (Figura 9). Esses parasitos sdo conhecidos por causar diversas doencas
em peixes, como a mixosporidiose, que pode afetar diferentes 6rgaos do animal, como a

pele, branquias, musculos e 6rgaos internos (Silva, 2011). Essas infecgdes podem resultar
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em problemas de satide para os peixes, incluindo danos teciduais, dificuldade respiratoria,

perda de peso e até mesmo a morte (Teixeira ef al., 2018).

Figura 8. Fotomicrografias de branquias de Pygocentrus nattereri, Hoplias malabaricus
e Prochilodus lacustris dos lagos Ag¢u e Viana, Baixada Maranhense, Maranhao.

Plasmoédios de Myxobolus e Henneguya.
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ciclo de vida no sangue e em outros tecidos. Podendo causar lesoes, infec¢des bacterianas
ou fungicas e modificagdes nos tecidos dos peixes ou até mesmo causar a mortalidade
dos organismos (Naldoni et al., 2009). Foram observadas alteragdes branquias, hepaticas

e renais para os peixes coletados nos lagos Agu e Viana.
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Figura 9. Fotomicrografias de branquias de Prochilodus lacustris. Plasmodios de
Myxobolus sendo liberados na corrente sanguinea do peixe. A- Eclosdao do Myxobolus na
branquia; C- Myxobolus dentro do plasmodio. B, D e E - exemplar de Myxobolus com

estruturas nitidas. Coloragao HE, Aumento 100X e 400X

A interdependéncia entre os fatores de qualidade da agua e as dimensdes dos
peixes estabelece uma conexdo direta com o parasitismo desses organismos. A
degradagdo ambiental, ao perturbar o equilibrio dessas varidveis, interfere na triade
ambiente-parasito-hospedeiro, conforme evidenciado por Santos et al. (2013). A
qualidade da 4gua desempenha um papel critico, favorecendo a disseminagdo de
parasitos. Nesse contexto, a adogdo de boas praticas de manejo emerge como uma
estratégia essencial para o controle zoonotico na Baixada Maranhense.

A gestdo adequada da qualidade da agua ndo apenas influencia a saude dos
ecossistemas aquaticos, mas também se alinha & promocdo da sustentabilidade nas
atividades locais. Além disso, ao adotar praticas que visam impedir a introducdo de
agentes patogénicos, existe indiretamente para o ODS 3 - Saude e Bem-Estar, ao
contribuir com informagdes para a prevengdo de doengas zoondticas e propor medidas
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para que o ODS 6 — Agua potavel e Saneamento basico, ao despertar a comunidade, sobre
a importancia dessas duas metas para satde publica. Assim, integrar essas medidas
preventivas nao s6 protege a biodiversidade local, mas também fortalece a base para o

desenvolvimento sustentavel da atividade pesqueira na regiao.
Consideracoes Finais

Os dados obtidos acerca dos parametros fisico-quimicos e microbiologicos da
dgua subsidiam uma camada importante a compreensdo do contexto ambiental,
evidenciando a necessidade de uma gestdo ambiental mais efetiva. A saude dos
ecossistemas aquaticos, como refletido nestes parametros, ¢ crucial para o equilibrio
bioldgico e a sustentabilidade dessas regioes.

Diante disso, esta pesquisa contribui ndo apenas para a ampliagdo do
conhecimento cientifico sobre a ecologia parasitaria e a qualidade da 4gua nos Lagos A¢u
e Viana, mas também destaca a urgéncia de ag¢des e politicas de conservacdo. Ao
reconhecer a interdependéncia entre a saude dos ecossistemas aquaticos, a fauna
parasitaria e os parametros da dgua, este estudo sinaliza a importancia de abordagens

integradas para a preservacdo desses importantes recursos naturais.
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54 CAPITULO IV: Revista fotografica “Conceicio do Lago Acu: uma

imensidao de belezas”

O municipio de Concei¢ao do Lago Acu ¢ conhecido como um importante centro
pesqueiro do estado do Maranhdo. E um de seus tesouros mais preciosos ¢ o Lago Acu,
formado pela inundacdo do rio Grajau, integrante essencial da bacia do Mearim. O lago
é abengoado por ser parte da Area de Protecio Ambiental da Baixada Maranhense,
abrigando uma rica biodiversidade e paisagens encantadoras.

Nossa revista fotografica explora a beleza das paisagens naturais desse ecossistema,
mas também aborda os impactos ambientais que cercam o mesmo. Com imagens
cativantes, retratamos a vida simples e resiliente da populacdo ribeirinha, enfrentando
desafios socioecondmicos ¢ ambientais. Apesar das dificuldades, encontramos a forga e
a riqueza dos recursos naturais que sustentam essa comunidade.

Contudo, ndo podemos ignorar as disparidades sociais que afligem o municipio,
refletidas em baixos Indices de Desenvolvimento Humano (IDH). A falta de acesso a
servigos de qualidade torna-se um obstaculo para o progresso da populagao, € nosso olhar
também recai sobre essa realidade.

Nesta revista, buscamos conscientizar e inspirar aos leitores. Desejamos destacar as
belezas da natureza, mas também despertar uma reflexdo sobre a importancia da
preservagdo ambiental, os impactos que a poluicdo pode trazer e do desenvolvimento
social equitativo.

Convidamos vocés a embarcar nessa jornada visual pela grandiosidade do Lago
Acgu e da comunidade de Conceicdo do Lago Acu. Que as fotografias nos conectem a
riqueza do ambiente e ao potencial de transformacao positiva.

Para acessar a Revista basta apontar sua cdmera no Qrcode abaixou acesse o link

https://drive.google.com/file/d/1piw74gVpaGSFrohMzDtly kXtX7QRIZP/view?usp=s
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6 CONSIDERACOES FINAIS

o Foram abordadas diversas metodologias para avaliar as condigdes
ambientais dos lagos Agu e Viana, na Area de Protegdo da Baixada Maranhense. Os
resultados obtidos ao longo deste estudo forneceram informagdes relevantes sobre a
biodiversidade, ecologia e saude dos peixes desses ambientes aquaticos.

. A presenga de poluentes (elementos trago, grupos bacterioldgicos e outros)
advindos do esgoto in natura ¢ um fator relevante que pode ter efeitos negativos nos
organismos aquaticos, incluindo a bioacumulacao nos peixes, representando um risco
para a saude humana e de outros animais que se alimentam deles.

o A utilizacdo de diferentes biomarcadores em peixes nos lagos Agu e Viana
contribuiu para a avaliacdo da qualidade desses ecossistemas, assim como a sanidade
desses organismos utilizados. Dessa forma, esse compilado de dados pode auxiliar na
criagdo ou execugdo de programas de biomonitoramento na regido da Area de Protecio
Ambiental da Baixada Maranhense, uma vez que essas técnicas sao de baixo custo e
rapida execugao.

o As alteragdes histoldgicas encontradas nos orgdos dos peixes, como
branquias, figados e rins, forneceram informagdes sobre a condi¢ao de satide e possiveis
impactos ambientais sobre esses 6rgdos vitais, uma vez que esses 6rgdos podem ser
afetados pela a¢do de contaminantes. A presenga de alteragcdes pode indicar respostas
adaptativas dos peixes a estresses ambientais, bem como a necessidade de monitoramento
continuo da qualidade da 4gua nesses ambientes.

. As espécies Hoplias malabaricus, Pygocentrus nattereri € Prochilodus
lacustris, mostraram ser boas biomonitoras e bioindicadoras de estresse ambiental,
apresentando respostas biologicas em varios niveis. E por serem peixes mais
comercializados, deve-se compreender os efeitos desses poluentes nos organismos para
conservar essas espécies.

o Além disso, a presenga de parasitos das ordens Isopoda, Nematoda,
Mixosporida, Trypanosomatida e Eucoccidiorida nas branquias, tegumento e sangue dos
peixes. A identificagdo desses parasitas ¢ relevante para o conhecimento da saude e
ecologia dos peixes, bem como para a compreensdo das interagcdes entre parasitas e seus
hospedeiros. E as taxas de prevaléncia parasitaria principalmente de 7Trypanosoma,

Contracaecum, Henneguya e outros parasitos com potencial zoondtico deve ser estudado

160



ainda mais com enfoque na satude publica, pelo fato desses parasitos transmitirem doengas
emergentes e reemergentes.

J E importante destacar que este estudo contribuiu para a compreensdo da
ecologia e satude dos peixes dos lagos Acgu e Viana, fornecendo informagdes valiosas para
a conservacdo ¢ manejo desses ecossistemas. Além disso, os resultados obtidos podem
subsidiar futuras pesquisas e a implementacao de medidas de protecao e preservacdo da
ictiofauna na Area de Proteciio da Baixada Maranhense.

o Cabe aos setores publicos e privados intermediar a solugdes para essas
problematicas. E responsabilidade deles trabalhar em conjunto para alcangar objetivos
fundamentais para as comunidades, que estdo alinhados com as metas estabelecidas pelas
Organizagdo das Nagdes Unidas, como os Objetivos do Desenvolvimento Sustentavel
(ODS). Esses objetivos incluem erradicagdo da pobreza 38 (ODS 1), satide e bem-estar
(ODS 3), educagao de qualidade (ODS 4) e acesso a agua potavel e sanecamento basico
(ODS 6) para a Baixada Maranhense.

. Em suma, esta dissertagdo contribuiu para o conhecimento da
biodiversidade, saide dos peixes em dois lagos da regido estudada satde publica das
comunidades, enfatizando a importancia de estudos detalhados para a compreensao e
conservagao dos ecossistemas aquaticos. Acredita-se que os resultados apresentados aqui
possam ser uteis para embasar politicas de manejo e conservagdo dos recursos pesqueiros,

visando a sustentabilidade desses importantes ambientes naturais.
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o projelo, mas deverd ser revalidada anualmente mediante 8 apresentacio do relalirio de atividades a sor enviedo por meio do
Sisbio no praro de abé 30 dias & contar da data do aniversdrio de sua emissdo.

Dados do titular

Mome: Débara Marlne Silva Sanbas

e

Tilule do Projelo: Abardagem imeglada de diferesttes melodologias para aualissio da sanidade depeines em ecossislemnas aguiticos

Mome da nsiuicka: LNIVERSEDADE ESTADUAL DO MARANHALD

JonPa: 08 352 421000188

Cronograma de atividades

¥ | Descrigho da-atividade Infcia {mésfano) Fim {mésfano)

1 | Colela de malsrial binidgico 02022 122023

2 |Coleta de material boldgico o200 02r2020

3 | Coleta de material bickdgico Or2020 082020

4 | Coleta de material bioldgico 052019 0572019

5 | Coleta de material biolagico 052030 52020

G | Coleta de matsnal bioldgico 1172000 1172020

7 | Coleta de material biohdgico otrzoet D1ra021

8 |Coleta de material bicldgico 1172014 1172019

9 | Coleta de material boldgico CE2{019 02019
Equipe

® | Moma Fungia CPF Naciomalidade
1 | Margareth Mamues dos Santas Ardilige parasilania e biomarcadores 050 BE3.BAE-50 Brasdeira
2 | Selma Patncia Dier Canbanhede Identificacio Molecular de parasilos 007 401.585-41 Bravslean
3 | MANDEL CLEBER SAMPAID SILVA, Andlize de biardrcadores hiskoldgicos 018155 14588 Brarsdeira
£ | Fumn Luis Farias Do Vale Armlite emalokdgca & parasiiria DB3.788.133-80 Brasdeira
5 | H=¥o Cristzsn Da Silva De Oireaira Ardlizs emalaligics = parasitinm 047 10B.26:3.58 Brasiers
(6| Tiagn e Moraes Lenz “Ardlies de brmarcasones 035 245 12098 | Brasiera
7 |JOSIELMA DOS SANTOS SILVA Andlive de biomarcadores 042 BEB913-40 Bravsdpirn
8 |Janderson Bruzacs Gomes Ardilige d= biomarcadores & parsiiaia 045 176 S0G02 Brassdeirs
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Ministério do Melo Amblente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagao da Blodiversidade - ICMBh

Icia Sietema de Autorizacho e Informagao em Blodiversidade - SISBI0
HMHA

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Wdmoro; 63618-3 I Data da Emissdo: 07022022 16:23-34 I Data da Revalidogio®: 017082021

De acorde com o arl. 28 da [N 032014, esta autorizacho tem praze de validads equivalenis at previsto no cronograma de stividades
iy pﬂ:ﬂm mak deverd ser revalidada anusiments mediants & ipl‘ﬂlﬂﬁﬂb do melabirio de stividades 8 sor envisdd par meko do
Siebio e prazs de até 30 diss 3 contar da data do aniversaris de sua emisslo,

Dados do titular

Mome. Débora Markns Silva Santos |cPr:

Tiluls do Projels: Abardigem inegrada de dferentes melodalogias pan avaiagio da sinidade de peines em ecpssislemas asuitioos

MName da Insiduicda DNIVERSIDADE ESTADUAL DO MARANHAD IC-hIP'.J: OB 352 4218000168

Observacbes e ressalvas

L B meficiiracin hils axiretd = eeguissdnr de necossede Sn chist ot srlnomn. comoe § td b o ool cushdo we siedsdes forem il tades
AT A e Soreres Srnadn o deriio dos imiles oe useleds de conservecla soersl cul dm Eaiiny M= irdipatn
ok comnde @ rglio mdgesinie ofcel. suesds o da Forme: e |y %0 Comsaite da Dwies s & du
dem o s 8 O at, = Sumerio o a (=] g Lk
Dupniiarmenis Maciral ds PModucia Minerl. quersia s A o t b i i o Fusma. ¥} do digas casbor da
s S s fadd o danie ool

- Detvm-ur A e prarencio oo s COVE- 10t suloridices mardtiria oo o S L o O LRI

a Exis weiciicacin WA et o i du sshaliines com jpoiencil graiéaion sloo meilicrs @ NAD e Bkt @ ow di en Bcjuips Sn recesaidacie de slandai
= bl = = wrt ook [reee a5 Supraln de sgrolieo (L= FELY, da 11 e julhc Sn 1980, Becoel n® 4,074, He d'de
i de I00Y. et Sl

4 Exin mudorirsgin PO e o e da e woa o MED mome o sewpumry Holet @ o8 It de FoE SOpe S naseesed e da sterrda
i obler St w1 pabre [N e o FRgEal de egroeoo (Less® T3 de 11 de juiis oe 1980 Buereto 0t 40875, da 4 de
riaine de HET sl cubion |

3 | Exie docurmanic sormanie povos ser shliescde peta o o p u KiBin o' 03300 -ou Mol rninugio Momatyve |ChiBe n® 1020710, o gua axpesies il
B il E= para =g -] L resterai e 0 Chiewni paa i ]

Brririo d= ansrn supaTe

n My alecivdes de carEn srorda por pusan melure ou jucd s srreegeTe. wim loda b =] ] e s & malerias Fendo pir cidalkd
cokier dedos, melsriss saphoren Solopoes 8 e, petes Plsgacies da cifios et & cdllars populer, presetie s sesards chidos por mes de iesreos w Boecas e e
sl e mEuds. i difoaio e i e, el st 8 aStriecin de intrieen de Culrncm i Techeiogm

T Exia rin o di e thmpiie snbis scwais x da s bt b i b -
rm [ = o ptw v i ¥ pii i Semmrvufrrens lershigen. Ve
TR T W ST .
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Ministério do Meio Ambiente - MMA

Ly Instituto Chico Mendes de Conservagao da Blodiversidade - ICMElo

|Ci ﬂ Sistema de AutorizacBo e Informacio em Blodiversidade - SISBIO
HMA

Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica

Ndmero: B3E18-3 I Diata da Emissdo: 0T/02/2022 16:23:34 I Drata da Revaldacie®: 01/08/2021

D acordo com o a. 28 da IN 0312014, esta autorizacio tem prazo do validade equivalente ab previsio no cronograma de atividades
do projeto, mas deverd ser revalidada anualmente mediants a apresentagio do relaldrio de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no praro de até 30 dizs & contar da data do aniversdrio de sua emissdo.

Dados do titular

Namne: Débora Marins Siva Santas B
Tiliila do Projelo: Abardapem inlegiada dé diferentes melodolbgias para avaliadda da sanidade depees am soossislemas aguiicos
Maome & Insfuicio. INIWVERSIDADE ESTADUAL DO MARANHAD ICNP..I. DE.352 .42 10001-68

DOutras ressalvas

1 CEPAM Kinaun-A0
F] CIOPED
Locais onde as atividades de campo serdo executadas
# | Descrigio do local Municiplo-LF Bioma Caverma? Tipo
1 | APA da Baivada Maranhenss Concaiclio do Az fnia M3 Deniro de LG Exladual
Lasgo-Agu-Mdf
2. | AP da Baixada Maranhenss Whariashih Amrmrinia Mo Deniro de . LG Esladical
3 | APA da Baixada Massnhenses S0 Joho Batista-hA Amazinia N Dentro de LG Esiaduwal
Atividades
# | Atividade Grupo de Afividade
1 Coletatranspore de aspécimes da fauna shvesins insta Fara de UC Federal
2 | Coletalranspone de amosiras bickdgices in silu Foma de UG Federal
3 | Caplura de anmas slvestes in =du Fuora de UC Faderal
4 | Coleta'transponie de material boldnico, [Ungco ou miaobiciogice Fora de UC Federal
Atividades X Taxons
# | Atividade Téxon Cide.
1 | Capiurp de arimas slypstes jnosil Ancsbomidas .
2 | Coletairansporie de amostras bickigicas in silu Anostomidas .
3 | Coletatransporie de espécimes da fauna sivestre in shu Antslomedas 40
4 | Capra de arimas shestes in siu Soiveridas =
5 | Colefalranspatie de amasines bioksgicas in situ Siaemidds .
8 | Colelaitransporie de sspécimes da fauns shvestne jnosbl Sirms red o 40
7 | Caphirs de aremas, Slessbes in iy Characidas
# | Coletafiransporie de amostras bicidgicas in silu Characidas .
9 | Coletatransporie de aspécimes da Furm sivesine insbu Characidas 10
10 | Captura de animais: sdvesties in sty Cichlidas -
11 | Caletairansporie de amastras bokigicas n sl Cichlidas .
12 | Colelaransporie de sspécimas da fauna sdvesins in iy Cichlidas &
13 | Colsta/transporie de materisl bothnico, ingeo ou Fungi .
microbioligico

Exfs dacumeants foi axpadich com base pa insfracSs Narmativa n° OR3074. Alravds do sdoign de sufenticacis shaion, gusk)uer cifadso
poderd venificar a sulsnficidade ou repubridede decte documania, por &0 o8 piping do SIShedCAEG rma fabevmal wwlticmbio pow. brsishia).

Cadigo de autenticagio: D695180320220207 Pagina 35
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Ministério do Melo Amblente - MMA

Ingtitute Chico Mendes de Conservagio da Blodiversidade - ICMB o

ICid. Sisterna de Autorizacao e Informacao em Blodiversidade - SISBIO
A

Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica

MNimeno: §3518-3 I Data da Emissdo: 070272022 16:23-34 I Data da Rovalidacio: 017062021

T acordo com o art, 26 da [N 002014, este autorizacho tem prazo de validade equivalents ac previsto no cronograma de stividades
do projeto, mas deverd ser revalidada anualmente medisnts a apresentagio do relatdrio de atividades a ser enviado por meio do
SEbio ne praze de abé 30 diss & comar da dats do aniversdrio di sua emissdo.

Dados do titular

Haome. Débora Marns Silva Sanlos

|::P-+'.

Tilula do Projela: Abordagem inlegrada de diferentes maloddlogias para avaliacio da sanidade’ de peixes &m ecossislemas aquilicos

Marme da Fsliuicio) INWVERSIDADE ESTADUAL DO MARANHAD ICNP‘J. 0B 352 421/0001-88

Afividades X Taxons

¥ | Adividade Téaxon Qe
14 | Caplire de anamas silvesiess in sshy Enrythrinidas =
15 | Coletafranspone de amosiras bickdgicas in silu Erythrirscas -
16 | Caplura de animais shvestes in sty Curimalidae -
17 | Calatatranspaite de amasiras bicidgicas in silu Curimalihye .

A quantioads previsiz 50 & ohigaiong pard advidoges oo dpe “Coktnianspoie oo a5pecimes 0 faung sivesin in 56" E55a uaninads ahmanpe uma porpso
demdonia’ minkma, gL pode ser s Liedade de Canservaplo Sederal ou wm Monicipio.

A quanicede Sgnics; par esndcis X ocakoads X ana

Atividades X Taxons

# | Atividade Taxon Cide.
14 | Caplura de animais sivestes in shy Erythriridas .
15 | Coletallransporie de amostras biokdgicas i silu Erythriredas .
16 | Caplura de arsmais slvestes in sb Curimatidae -
17 | Coletatransporie de amoslras bioldgicas in silu Curimalidae .

A puantidade preisias so & abigaliona par athvidades 4o Yoo TColefatranspode de espécimes 03 fauna sfveste i 5™ Essa guanfigads ahmange uma porgso
demional META, Quie pode ser Limd Linidade ce Conservaglio Federal ou am Munisinio,

A guaniniade signfica: par espécie X locakdades X ana

Materiais & Métodos

¥ |Tipo do Métoda {Grupo taxondmica) Matoriais

1 | Amosiras biokgicas {Fungas) Oubrars amostas bokbgors|Coela de malersf musoular dos
aspétimes de peies )

2 | Ampsiras biokgicas (Peixes) Fragmenio de lecidoidgio, Ecioparasita, Sangue, Culras amosiras
Ericldgicas] Endoparasios)

Metodo de caphsaltoleta (Peines]

Tarafa, Outros métodos de caplura/colela{Puncdio brangueal cu
caudal |, Rede de smathar (emalbe de degiva, de fundo, maithadairas,
cacem, faficeiras esmakos & caposra)l

Dastino do material biologico coletado

¥ | Momo local dosting Tipo destino
1 | UNWVERSIDADE ESTADUAL DO MARANHAD Lahoraideia

Este docuimenio fai expadido com base pa Instuglo Monmalive 0% 032074 Alravés do cddigs o8 sulenficacio sbaio, guskjues cidadds
poderd verificar & aulenficdeds o reguisridsde desle documento, por meo oa paging da SishicdCMB0 ra fnhemat fiwww iombiogow. Aelsishio).

Cédigo de autenticacio: DE95160320220207
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