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Resumo

O objetivo principal deste trabalho foi avaliar as alteracfes fisiol6gicas do
tambaqui (Colossoma macropomum) exposto ao chorume. O chorume é um
liquido produzido pela massa organica do lixo durante o processo de
degradacdo biologica. Este chorume foi adquirido no aterro controlado da
cidade de Manaus localizado no km 19, rodovia AM 010 (Manaus-Itacoatiara).
Os experimentos foram realizados no laboratério do Centro Universitario Nilton
Lins (CUNL). Foram realizados dois experimentos, determinagdo da CLsy,
estabelecido em 2,06 v/v para o tempo de 24 horas e analises hematolégicas
utilizando a CLso pré-determinada. Foram analisados os indices de cortisol,
glicose, Hematoécrito, Hemoglobina, células vermelhas, constantes
corpusculares. Juvenis de tambaqui com pesos de 15+4,6g, e comprimento de
7+2cm foram utilizados. A espécie Colossoma macropomum nao apresentou
alteracdes estatisticas significativas nos indices hematologicos, de cortisol e de
glicose quando expostos a concentracdo de 2,06 v/v de chorume por 3,6 e 9
horas.

Palavras chave: tambaqui, chorume, ajustes fisiologicos, cortisol, glicose.
Abstract

The aim of this study was to evaluate the physiological changes of tambaqui
(Colossoma macropomum) exposed to leachate. The leachate is a liquid
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produced by the organic mass waste during the process of biological
degradation. It was purchased in landfill controlled the city of Manaus located in
Manaus-Itacoatiara highway (Km19). The experiments were conducted in the
laboratory of the University Center Nilton Lins (CUNL). Two experiments were
carried out, determining the LC50 (2.06 v / v) to the time of 24 hours, and
hematological analysis using the LC50 pre-determined, which analyzed the
concentrations of cortisol, glucose, Ht, Hb, CBR, VCM, MCH and MCHC.
Juveniles of tambaqui with weights of 15 *+ 4.6 g, and length of 7 £ 2 cm was
used. Colossoma macropomum specie not showed statistically significant
changes in haematological parameters, cortisol and glucose when exposed to a
concentration of 2.06 v / v slurry for 3.6 and 9 hours.

Key words: tambaqui, leachate, physiological responses, cortisol, glucose.
Resumen

El objetivo principal de este estudio fue evaluar los cambios fisiologicos de
cachamas (Colossoma macropomum) expuestas a la influencia de un relleno
sanitario. La suspension es un liquido producido por la masa de residuos
organicos en el proceso de degradacién biolégica. Esta suspension fue
adquirida en un vertedero controlado de la ciudad de Manaus, ubicada en el km
19 de la carretera AM 010 (Manaus-ltacoatiara). Los experimentos se
realizaron en el laboratorio del Centro Universitario Nilton Lins (CUNL). Se
realizaron dos experimentos, la determinacion de la CLso (2,06 v / v) para el
tiempo de 24 horas y hematolégicos analiza utilizando el LCso predeterminado.
Se analizaron los niveles de cortisol, glucosa, hematocrito, hemoglobina,
glébulos rojos corpusculares. Fueron utilizados cachamas con peso de 15 g +
4,6 y longitud de 7 + 2 cm. La especie Colossoma macropomum no mostraron
cambios estadisticos significativos para los pardmetros hematolégicos cuando
el cortisol y la concentracion de glucosa se exponen a 2,06 v/v de suspension
durante 3,6 horas y 9 horas.

Palabras clave: cachama, percolado de relleno sanitario, cambios fisiolégicos,
cortisol, glucosa.

Introducéo

As alteracbes dos ambientes aquaticos constituem um dos mais sérios
problemas ecolégicos da atualidade. Tais alteracdes sdo provocadas por
inUmeras atividades humanas que estdo relacionadas a necessidade de um
constante crescimento econdémico (JARDIM, 1992). Isto tem gerado a
necessidade de se monitorar e controlar a contaminacdo dos diversos
ambientes por meio de avaliagcbes de parametros fisico-quimicos e bioldgicos,
principalmente os ambientes aquaticos (CONAMA, 2005).

O grande numero de avaliacOes ja realizadas referente aos efeitos biolégicos
de substancias quimicas nos organismos aquaticos tem se baseado nos

72



Rev. Colombiana cienc. Anim. 5(1):71-82,2013 ORIGINAL

resultados de testes de toxicidade laboratoriais. Este processo gerou uma
padronizacao dos testes fisioldégicos, com eficiéncia e custos moderados para o
monitoramento de algumas substancias quimicas e suas potencialidades
(RAND e PETROCELLI, 1985; FERREIRA, 2002; METCALF e EDDY, 2003).

Entre os varios agentes toxicos que influenciam drasticamente a qualidade dos
ambientes aquaticos podemos destacar o chorume, liquido produzido pela
massa organica do lixo durante o processo de degradacdo biolégica. Este
liguido em contato com a agua da chuva percola a massa de lixo, geralmente
depositado na forma de aterro, gerando assim o lixiviado téxico. O chorume
pode ser considerado como um efluente complexo que pode conter diversos
compostos organicos (acidos organicos, substancias huamicas, solventes,
alcoois, fendis, compostos aromaticos, pesticidas, entre outros), metais
potencialmente toxicos (Cd, Zn, Cu, Pb, entre outros) e muitos outros ions
(NH,*, Ca*", Mg**, K*, Na*, CI', S*, HCO3) (CABRERA e RODRIGUEZ, 1999).

Vérios organismos-teste, preferencialmente espécies de peixes autéctones,
estdo sendo utilizados para avaliar a toxicidade aguda de agentes quimicos
(IBAMA, 1987). Neste contexto, o tambaqui (Colossoma macropomum) tem
sido utilizado por ser uma espécie de facil manejo e manutencdo em laboratério
(ARIDE et al., 2010). Estas caracteristicas s&o requisitos béasicos para
experimentos de toxicidade e tolerancia em ambientes experimentais
(SPRAGUE, 1990). Varios sdo os trabalhos que expuseram o tambaqui a
agentes estressante, como o pH (WOOD et al., 1998; ARIDE, 1998),
temperatura (MOURA et al., 1997; OLIVEIRA et al., 2001) metais pesados
(MATSUO et al., 2003; MENEZES, 2002; OLIVEIRA, 2003; MENEZES, 2005),
petréleo e seus derivados (COSTA et al., 1996; MACO GARCIA, 1997).

Vérios estudos apontam a importancia da realizacdo de testes de toxicidade
com organismos aquaticos, para té-los como um instrumento de alerta para um
possivel problema ambiental, uma vez que os compostos xenobidticos podem
ser transmitidos indiretamente a outros organismos (SCHVARTSMAN, 1991;
ZAGATTO e GOLDSTEIN, 1991; ABEL, 1998; SALDIVA e BOHM, 1998).

O objetivo do presente estudo foi de estabelecer os indices de alteracdes
fisiologicas (estresse e perfil hematoldgico) para juvenis de tambaqui quando
expostos ao chorume. Desta maneira, estabelecendo uma relagéo de causa e
efeito na avaliacdo de risco a saude, para fins de diagnostico ambiental e
clinico (W.H.O, 1993).

Material e Métodos
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Foram utilizados cerca de 300 individuos juvenis de tambaqui (15+4,6 g) de
uma fazenda de criacdo localizada no municipio de Rio Preto da Eva-AM. Os
animais foram transportados para o laboratorio de Toxicologia ambiental do
Centro Universitario Nilton Lins (CUNL), e aclimatados por um periodo de 48
horas em tanques de 500 litros munidos de aeracéo constante (Blower 1/4 HP).

O chorume utilizado no experimento foi coletado no Aterro Controlado da
cidade de Manaus-AM, localizado no km 19 da estrada Manaus-Itacoatiara.
Este foi utilizado para a determinacdo da CLsp com o tambaqui, e
posteriormente para o experimento de tolerancia a CLsp predeterminada.

Para determinacdo da CLsy foram utilizados 70 animais em 7 tanques de 60
litros, contendo 10 peixes em cada tanque. Foram aclimatados por um periodo
de 24 horas, com aeracgdo continua (Blower 1/4 HP). O chorume foi diluido em
diferentes concentragdes (35%, 25%, 15%, 5%, 3%, 1,5%, e 0,5%) em tanques
de 60L. De acordo com as mortalidades obtidas em cada uma das
concentracdes descritas, o valor da CLso para o tempo de 24 horas foi estimado
em 2,06v/lv, por meio do programa estatistico Trimed Sperman Karber
(HAMILTON et al., 1977). Posteriormente foram calculados para os tempos de
48, 72 e 96 horas (Sistema estatico). Houve uma depuracéo por 24 horas, e
neste periodo foi observada a sanidade dos animais (IBAMA, 1987). As
medidas de oxigénio e temperatura foram registradas com auxilio de um
oxigenometro (YSI 550 AA), e o pH foi obtido por meio de um pHmetro digital
(JENWAY, 350).

Foi analisado Hematdcrito (Ht), por meio da técnica de microhematdcrito
usando tubos capilares em uma centrifuga (FANEM mod. 207N) durante 10
minutos. A leitura da taxa de sedimentacéo foi feita em cartdo padronizado;

Hemoglobina (Hb), determinada pelo método descrito por KAMPER e
ZIJLSTRA (1964) que consiste em diluir 10 ul de sangue em 2 ml de reagente
de Drabkin (KCN 0,5g; KH,PO,4 1,4g e K3 [Fe(CN)g] 2,0 g em 1000 ml de agua
destilada);

Com os dados obtidos para Ht, Hb e RBC, foram determinadas as constantes
corpusculares: volume corpuscular médio (VCM); hemoglobina corpuscular
média (HCM) e a concentracdo da hemoglobina corpuscular média (CHCM),
segundo método descrito por BROW (1976).

O RBC foi determinado a partir da diluicho do sangue em formol-citrato na
proporcdo de 1:200. A contagem dos eritrocitos foi realizada em camara de
Neubauer por meio de microscopia optica. O valor foi expresso em numero de
eritrécitos por mm?;
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Para o cortisol (Fig. 1) foi determinado os niveis plasmaticos utilizando o
método de enzima-imuno ensaio, com equipamento ELISA e kit comercial
Human 5550;

A glicose (Fig. 2), que foi analisada imediatamente ap0s a coleta do sangue no
laboratorio CUNL, por meio do método eletroquimico com o uso do
equipamento Advantage Il (Roche). Foram realizadas analises de variancia
(ANOVA one-way) em relacdo ao controle. Os resultados foram expressos
como média e erro padrao (SEM).

Para o experimento de analises hematologicas com a CLsg j& determinada,
foram utilizados 24 animais, distribuidos em 8 tanques de 60 litros contendo 6
animais em cada tanque com aeracdo constante (4x2). Foram tomadas
medidas de pH, temperatura e oxigénio. Os animais néo receberam
alimentacdo durante o periodo experimental e foram aclimatados por 24 horas,
os tempos utilizados foram de 0, 3, 6, e 9 (horas) na concentracdo de chorume
de 2,06 v/v (CL sp).

As médias e os respectivos desvios foram calculados para cada grupo de
dados e a significancia (P<0,05) das diferencas foram estabelecidas por meio
de analise de variancia (ANOVA ONE-WAY), com teste de Dunnett’'s (P<0,05)
(ZAR, 1996). No caso de violacdo das premissas para testes paramétricos, foi
aplicada estatistica nao paramétrica, observando os cuidados para as analises
de dados toxicolégicos (ZAR, 1984; SPRAGUE, 1990). Para cada analise, os
animais foram retirados de maneira randdmica.

Resultados e discusséao

Na determinacdo da CLsy, juvenis de tambaqui foram expostos as
concentracgdes (3%, 2,5%, 2,0% 1,5%, 1,0% e 0,5%) por 24 horas. De acordo
com as mortalidades obtidas em cada uma das concentragdes, o valor da CLsg
para o tempo de 24 horas foi estimado em 2,06v/v, por meio do programa
estatistico Trimed Sperman Karber (HAMILTON et al.,, 1977), que também
calculou os valores para 48, 72 e 96 horas. Foi verificada uma reducéo do valor
da CLsp com o passar das horas. As medidas de parametros fisico-quimicos
foram de 6,0 (x0,6) para pH, 5,8 (x0,9mg/l) de oxigénio dissolvido (OD) e 27
(1,4 °C) de temperatura. Em sistemas de cultivo intensivo para peixes
tropicais, estes indices estdo dentro dos padrdes normais (pH 6,5 a 9,0 / OD
>4,0 mg/L /T 28 a 32°C) (BOYD, 1996).

Os indices de Ht, Hb e de RBC, além dos indices de cortisol (Fig. 1) e glicose

(Fig. 2), ndo apresentaram diferenca estatistica significativa (P>0,05) para a
exposicdo ao chorume nos diferentes periodos. Assim como para o VCM,
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HCM, CHCM (Tabela 1). Esta espécie € descrita como rustica e com alta
capacidade para adaptacao a condi¢cbes de estresse no meio, como observado
neste experimentos e ja descrito por outros autores (COSTA, 1996; MARCON,
1996; ARIDE, 1998; PORTELA, 1998; PORTO, 2005; GOMES, 2003%
CHAGAS, 2006). A tolerancia a alterac6es no meio aquatico ndo se restringem
ao tambaqui. O estudo de BORGES et al. (2007) com jundid demonstrou uma
boa tolerancia desta espécie. O estudo de FERREIRA (2006) obteve indices
similares de tolerancia do tambaqui quando exposto a hipoxia, e
posteriormente submetido a exercicio natatorio. Porém o estudo de MENEZES
(2005) submeteu o tambaqui a exposicdo de pH acido, e observou vérias
alteracOes significativas nos indices hematoldgicos e de estresse. Isto sugere
que alteracfes nos indices de estresse no tambaqui podem ser decorrentes de
alteracbes na qualidade da agua, como excesso de amodnia, temperatura
elevada, niveis baixos de oxigénio dissolvido e queda no pH (WAICHMAN et
al., 2001).

Cortisol mg/l
>

Tempo (horas)

Figura 1. Cortisol no plasma sanguineo do tambaqui (Colossoma
macropomum) expostos ao chorume (concentracdo de 2,06 v/v) em diferentes
tempos (0, 3, 6 e 9 horas)
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Figura 2. Glicose no plasma sanguineo do tambaqui (Colossoma
macropomum) expostos ao chorume (concentracéo de 2,06 v/v) em diferentes
tempos (0, 3, 6 e 9 horas)
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Vérias sdo as respostas que as espécies desenvolvem em resposta a agentes
estressores, sendo estas de procedéncia quimica ou fisica, proporcionando-
lhes uma flexibilidade de resposta a cada estimulo recebido. Segundo VAL
(1995) os peixes sofrem ajustes por meio de mecanismos homeostaticos
guando expostos as condicfes estressantes. Os peixes quando entram em
contato com qualquer agente estressor, ativa dois eixos neuro-enddcrinos: o
eixo hipotadlamo - sistema nervoso simpéatico - células cromafins (HSC), que
liberam catecolaminas: epinefrina e norepinefrina como produtos finais; e o eixo
hipotalamo — hipdéfise — inter-renal (HHI) que libera o corticosterdide cortisol e a
cortisona (PERRY e LAURENT, 1993; WENDELAAR BONGAR, 1997).

Tabela 1. Hematdcrito (Ht), concentracao de hemoglobina (Hb), nUmero de
eritrocitos (RBC) e constantes corpusculares (VCM, HCM e CHCM) do sangue
arterial de seis (06) exemplares de Colossoma macropomum exposto ao
chorume. Os valores estdo expressos como média e erro padrdo da média
(sem)

Tempo (horas)

Variaveis 0 3 6 9
Ht %

Média 23,6667 19,6667 24,6 23,7833
Sem 0,6667 2,3356 0,9688 0,8761
Hb (mg %)

Média 0,2403 0,2322 0,2643 0,239
Sem 0,0201 0,0121 3,9384 5,698
Eritrécitos RBC (X10°mm®)

Média 1,608 1,5125 1,5929  1,6097
Sem 0,0984 0,1212 0,1673 0,1129
VCM (um°)

Média 149,2005 129,1076 160,1977 149,726
Sem 7,1123 9,7583 12,475 6,3244
HCM (pg)

Média 29,8253 31,1798 34,5048 30,259
Sem 1,4302 1,8632 2,5333 1,6597
CHCM (%)

Média 20,2161 24,68 21,6184 20,1776
Sem 1,3649 2,004 0,6739 0,5625
Cortisol
Média 1,608 1,512 1,592 1,609
Sem 0,241 0,297 0,401 0,276

(*) indica P<0,05 em relag&o ao controle
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Neste estudo, o tambaqui ndo apresentou alteracdes estatisticas significativas
nos niveis de cortisol e glicose. Apesar disto, o perfil encontrado demonstra a
alteracdo deste indice entre 3 e 6 horas apds a introducdo do poluente
(Chorume), com posterior recuperacao a partir das 9 horas de exposi¢ao. O
fato de nao ocorrer liberacdo deste horménio (cortisol) em peixes pode ser
consequUéncia do estresse crbnico que pode ser ocasionado por alteracdes na
qualidade da agua (PICKERING e POTTINGER, 1987) ou a presenca de
poluentes ambientais (HONTELA et al. 1995). Alguns autores (BARTON e
IWAMA, 1991; VIJAYAN et al., 1994; ACERETE et al., 2004, BARTON et al.,
2005) analisaram os indices de cortisol em resposta a estimulos fisicos de
curta duracdo, descrevendo um rapido aumento inicial e retornando a niveis
basais em algumas horas ou até minutos, dependendo da espécie, da
intensidade e da duracdo do agente estressor.

A glicose é um dos principais indices utilizados para alteracbes de niveis
fisiolégicos e bioquimicos, sendo um bom indicativo secundario (BARTON,
1997). Embora os resultados de cortisol e glicose neste estudo ndo tenham
apresentado diferenca estatistica significativa em relacdo ao grupo controle, a
concentracdo destes parametros em peixes sdo bastante utilizados como
indicativo de estresse. O estudo de BRANDAO et al. (2006) descreve respostas
significativas de cortisol, glicose e hematdcrito, para pirarucus (Arapaima gigas)
submetidos a transporte e adensamento, e durante praticas de rotinas em
piscicultura. O estudo de PORTO (2005) expbs juvenis de tambaqui a estresse
de manejo e ao herbicida Roundup®, obtendo alteracdes estatisticas
significativas para a glicose, porem os indices de cortisol e hematocrito nédo
apresentaram diferenca significativa. O estudo de BARCELLOS et al. (2001)
indicou alteracdes significativas dos niveis de cortisol e glicose ap6s transporte
de jundia (Rhandia quelen). A diversidade de respostas fisiologicas em
diferentes espécies de peixes demonstra a gama de possibilidades que estas
apresentam para tentar adaptar-se as adversidades causadas pelos agentes
estressores, que variam de acordo com a dose e 0 tempo de exposi¢cao a estes
agentes (MORGAN e IWAMA, 1997; URBINATI et al., 2004).

Conclusdes

A CLs para juvenis de tambaqui expostos ao chorume é de 2,06 v/v para um
tempo de 24 hs; A espécie Colossoma macropomum ndo apresenta alteracdes
estatisticas significativas nos indices hematolégicos, de cortisol e de glicose
guando expostos a concentracdo de 2,06 v/v de chorume por 3,6 e 9 horas; O
tambaqui em contato com o chorume demonstrou uma rapida capacidade de
adaptacao mostrando a sua grande rusticidade a este agente estressor.
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