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RESUMO 

 

 A biota aquática está constantemente exposta a um grande número de substâncias 
tóxicas, oriundas de diversas fontes de emissão. Dentre as fontes de poluição aquática, 
destaca-se o chorume. O chorume é um líquido altamente tóxico, resultante da decomposição 
do lixo e representa um problema ambiental de escala global. Mesmo as regiões mais prístinas 
não estão livres dessa pressão. A cidade de Parintins-Am, por exemplo, também vem sofrendo 
o impacto deste tipo de poluição. O agravante nesta situação específica é que esta região é 
circundada por inúmeros corpos de água como, por exemplo, o Lago do Macurany. Este é um 
dos principais lagos que circundam a Ilha de Parintins, sendo de vital importância quanto a 
sua preservação. Portanto, a qualidade destes ambientes pode estar sendo potencialmente 
comprometida pela descarga de chorume. O presente estudo teve como objetivo avaliar o 
efeito do chorume, proveniente da lixeira pública de Parintins, em tambaqui, Colossoma 
macropomum (Cuvier, 1818), após 96h de exposição em laboratório e após exposição, por 24 
e 48h, in situ no Lago do Macurany. Em ambas situações os parâmetros hematológicos, 
iônicos, enzimáticos e genotóxicos foram determinados e avaliados para utilização como 
potenciais biomarcadores de contaminação pelo chorume. Para avaliação do efeito do 
chorume, sob exposição laboratorial, utilizou-se 32 exemplares de C. macropomum 
distribuídos em grupos de 8 exemplares expostos em aquários individuais, com capacidade 
para 6 litros, contendo água+chorume em três diferentes diluições (1:100, 1:1000 e 1:10000) 
por um período de 96h de exposição. Outro grupo de 8 espécimes foram expostos somente à 
água do poço, sendo considerado o grupo controle. A avaliação do impacto ambiental da 
presença de despejos tóxicos no Lago do Macurany foi realizada através da exposição in situ 
de exemplares de C. macropomum, em gaiolas com volume de 9L, em dois diferentes tempos 
de exposição, 24 e 48h. Nas condições experimentais utilizou-se 30 indivíduos distribuídos 
em grupo de 3 exemplares expostos em um ponto a jusante da lixeira, outro grupo de 30 
indivíduos foi exposto em um ponto a montante da lixeira. A exposição laboratorial resultou 
num quadro de anemia, comprovada pela diminuição na concentração de hemoglobina, 
hematócrito e número de células vermelhas. Os níveis de glicose aumentaram nos animais 
expostos às diferentes concentrações de chorume evidenciando que esses animais passaram 
por um período de estresse. Os níveis plasmáticos de Na+, K+ e Cl- também aumentaram nos 
grupos expostos às diferentes concentrações de chorume, sugerindo que o chorume pode 
interferir nos processos de regulação iônica em espécimes de tambaqui. A exposição ao 
chorume causou sérios danos hepáticos avaliados indiretamente pelo aumento na 
concentração das enzimas alanina e aspartato aminotransferases e fosfatase alcalina. Foi 
observado também, um aumento nos níveis de colinesterase, sugerindo distúrbios na 
transmissão dos impulsos nervosos nesses animais. O aumento dos parâmetros enzimáticos 
foram proporcionais ao aumento da concentração de chorume, indicando efeito dose-
dependente. Os resultados obtidos por meio dos parâmetros genotóxicos, ensaio cometa e 
anormalidades nucleares, indicam que a exposição às concentrações testadas de chorume 
causa aumento de danos no material genético e de anormalidades nucleares eritrocíticas. A 
exposição in situ no Lago do Macurany, a jusante da lixeira pública de Parintins-Am, também 
desencadeou uma série de alterações em todos os parâmetros analisados. Nos parâmetros 
hematológicos houve diminuição nos valores de hematócrito e não houve diferença 
significativa na concentração de hemoglobina, quanto ao número de eritrócitos circulantes 
houve o aumento somente nos espécimes expostos a jusante por 24h para dinamizar o 
carreamento de oxigênio. A concentração de glicose sanguínea também aumentou nesses 
animais, sugerindo que os animais passaram por um período de estresse. Os níveis 



 
 

plasmáticos de Na+, K+ e Cl-
 

e os níveis das enzimas ALT, AST, FA e Che aumentaram nos 
espécimes do ponto a jusante lixeira, mostrando mais uma vez que a contaminação da referido 
lago é capaz de desencadear distúrbios bioquímico-fisiológico diversos. Os resultados para 
ensaio cometa e anormalidades nucleares sugerem genotoxicidade para a exposição in situ. De 
um modo geral, a exposição de C. macropomum às diferentes concentrações de chorume e à 
contaminação do Lago do Macurany foi suficiente para promover sérios distúrbios 
fisiológicos e bioquímicos, comprometendo assim a saúde dessa espécie. Os resultados 
obtidos sugerem que os parâmetros hematológicos, iônicos, enzimáticos e genotóxicos 
analisados para a espécie Colossoma macropomum se mostraram potenciais biomarcadores de 
contaminação por chorume. 

 

Palavras- chave: chorume; biomarcadores; Colossoma macropomum; Parintins; Lago do 

Macurany. 

  



 
 

ABSTRACT 

 

 The aquatic biota is constantly exposed to a large number of toxic substances from 
several emission sources. Among the sources of water pollution, there is leachate. Leachate is 
a liquid highly toxic, resulting from the decomposition of waste, and represents an 
environmental problem of global scale. Even the most pristine areas are not free from this 
pressure. The city of Parintins-Am, for example, also has suffered the impact of such 
pollution. The aggravating fact this particular situation is that this region is surrounded by a 
number of bodies of water, for example, Lake Macurany. This is one of the main lakes that 
surround the island of Parintins, as being of vital importance to their preservation. Therefore, 
the quality of these environments can potentially being compromised by the discharge of 
leachate. The present study aimed to evaluate the effect of leachate from the public Parintins, 
on tambaqui, Colossoma macropomum (Cuvier, 1818), after 96h of exposure in the laboratory 
and after exposure for 24 and 48, in situ in Lake the Macurany. In both situations the 
hematological parameters, ionic, enzymatic and genotoxic effects were determined and 
evaluated for use as potential biomarkers of contamination by leachate. To evaluate the effect 
of leachate under laboratory exposure, we used 32 individuals of the species C. macropomum 
distributed in groups of 8 specimens exposed to individual tanks with a capacity of 6 liters, 
containing water slurry in three different dilutions (1:100, 1:1000 and 1:10,000) for a period 
of 96 hours of exposure. Another group of eight specimens were exposed only to well water, 
considered as the control group. The environmental impact assessment of the presence of 
toxic dumps in Lake Macurany was performed in situ by exposure of specimens of C. 
macropomum, in cages with a volume of 9L in two different exposure times, 24 and 48. 
Under the experimental conditions used were 30 individuals in group 3 specimens exposed at 
a point downstream of the trash, and another group of 30 subjects was exposed at a point 
upstream of the trash. The laboratory exposure resulted in anemia, as evidenced by the 
decrease in hemoglobin concentration, hematocrit and red blood cells count. Glucose levels 
increased in animals exposed to different concentrations of manure showing that these 
animals went through a period of stress. Plasma levels of Na+, K+ and Cl- also increased in the 
groups exposed to different concentrations of leachate, suggesting that the slurry can interfere 
with processes regulating ion in specimens of tambaqui. Exposure to the slurry caused severe 
liver damage assessed indirectly by increased concentration of alanine and aspartate 
aminotransferase and alkaline phosphatase. We also observed an increase in the levels of 
cholinesterase, suggesting disturbances in the transmission of nerve impulses in these 
animals. Increases in enzymatic parameters were proportional to the concentration of slurry, 
indicating a dose-dependent response. The results obtained by means of genotoxic parameters, 
comet assay and nuclear abnormalities, indicate that exposure to concentrations tested manure 
causes increased damage to genetic material and erythrocytic nuclear abnormalities. The in 
situ exposure in Lake Macurany downstream of Parintins-Am public trash, also triggered a 
series of changes in all parameters. For haematological parameters, decreased values of 
hematocrit and no significant difference in hemoglobin concentration, and the number of 
circulating red blood cells was increased only in the specimens exposed for 24 hours 
downstream to streamline the carrying of oxygen. The blood glucose concentration also 
increased in these animals, suggesting that the animals went through a period of stress. 
Plasma levels of Na+, K+ and Cl- and levels of enzymes ALT, AST, ALP and Che increased in 
specimens from the point downstream tip, showing again that the lake contamination is 
capable of triggering biochemical and physiological disturbances. The results for comet assay 
and nuclear abnormalities suggest genotoxicity for exposure in situ. Generally, exposure of C. 
macropomum to different concentrations of manure and contamination of Lake Macurany was 



 
 

sufficient to cause serious physiological and biochemical disturbances, thus compromising the 
health of this species. The results suggest that the hematological parameters, ionic, enzymatic, 
comet assay and erythrocytic nuclear abnormalities analyzed for the species Colossoma 
macropomum proved to be a potential biomarkers of contamination by leachate. 
 
Keywords: leachate; biomarkers; Colossoma macropomum; Parintins; Lake Macurany. 
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INTRODUÇÃO 

 

1 RESÍDUOS SÓLIDOS E ALTERAÇÕES AMBIENTAIS 

 

O rápido crescimento populacional aliado ao avanço da tecnologia e da capacidade 

humana em intervir no ambiente para satisfazer suas necessidades tem contribuído para o 

aumento da quantidade e variedade de resíduos que precisam ser descartados para dar lugar a 

novos bens de consumo. Com isso, surgem os conflitos quanto ao uso do espaço, dos recursos 

e da disposição de resíduos no ambiente provocando desequilíbrios na estrutura dos 

ecossistemas (ZAGATTO, 2008). 

Resíduos sólidos, segundo definição da Associação Brasileira de Normas Técnicas 

(ABNT), são resíduos em estado sólido e semissólido, que resultam da atividade industrial, 

doméstica, hospitalar, comercial, agrícola e de serviços de varrição. Estes resíduos podem 

conter numerosas espécies químicas consideradas perigosas para a saúde humana e para o 

ambiente, cujas concentrações dependem, principalmente, da composição do lixo, uma vez 

que este é constituído por mistura complexa de objetos e materiais de várias naturezas.  

Os ecossistemas aquáticos estão entre os mais impactados, uma vez que diversos 

resíduos produzidos pelo homem são lançados nos ambientes aquáticos interiores e marinhos. 

Desta forma, a biota aquática está constantemente exposta a um grande número de substâncias 

tóxicas lançadas no ambiente, oriundas de diversas fontes de emissão. Dentre as inúmeras 

fontes de poluição aquáticas, destaca-se o lançamento de esgotos domésticos e industriais nos 

corpos d’água, comprometendo a qualidade da água de inúmeros mananciais (ZAGATTO, 

2008). A presença de aterros sanitários e lixões representam outra fonte de contaminação de 

corpos d’água, pois um dos grandes problemas da disposição inadequada dos resíduos sólidos 

é a produção do chorume, líquido percolado, que apresenta alta toxicidade ao ambiente, 

gerado a partir da decomposição do lixo (SISSINO, 2002). 

O chorume pode ocasionar diversos efeitos negativos sobre o meio ambiente. O 

potencial de impacto deste efluente está relacionado com a alta concentração de matéria 

orgânica. De acordo com Fent (2003), o chorume constitui-se em um dos maiores problemas 

ambientais, em virtude da elevada concentração de matéria orgânica, reduzida 

biodegradabilidade, presença de metais de transição, de hidrocarbonetos e de substâncias 

recalcitrantes. Somado a isso, a inadequação das operações e gerenciamento de aterros 

sanitários tende a contaminar os ecossistemas circundantes como o solo e as águas 
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superficiais e subterrâneas. Estudos da Agência de Proteção Ambiental relacionaram mais de 

100 espécies químicas perigosas ao ambiente e à saúde humana em amostras de chorume, 

dentre as quais foram citadas arsênio, tetracloreto de carbono, metais de transição e 

hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (CHILTON e CHILTON, 1992).  

A toxicidade potencial de misturas complexas, como é o caso do chorume não deve 

ser determinada apenas com base nas características físico-químicas, pois somente por meio 

de testes de toxicidade pode-se avaliar os efeitos da contaminação para os organismos vivos. 

Dessa forma, ensaios biológicos são fundamentais na análise da qualidade de ambientes 

aquáticos, uma vez que diferentes substâncias químicas podem apresentar características e 

efeitos diferenciados sobre os organismos, sendo que uma mesma substância química pode ter 

efeitos diversos em organismos diferentes (JAGER et al., 2007). A exposição constante da 

biota aquática a substâncias tóxicas lançadas no meio ambiente é capaz de interagir com o 

organismo vivo causando múltiplas alterações, incluindo efeitos carcinogênicos, mutagênicos 

e teratogênicos, que podem gerar graves consequências em populações, comunidades ou 

ecossistemas, dependendo do grau de contaminação e do tempo de exposição (FENT, 2003). 

O aumento no número de lixeiras e nos volumes de resíduos depositados associado à 

disposição inadequada desses resíduos nos chamados ‘lixões’ não se restringe aos grandes 

centros urbanos. Pode ocorrer mesmo em locais mais isolados, como ocorre na cidade de 

Parintins, localizada no Baixo Amazonas, a cerca de 350 km de Manaus, capital do Estado do 

Amazonas, que também vem sofrendo o impacto deste tipo de poluição. O agravante nesta 

situação específica é que esta região está circundada por inúmeros corpos de água como 

igarapés, rios e lagos. Portanto, a qualidade destes ambientes pode estar sendo potencialmente 

comprometida pela descarga do chorume da lixeira pública de Parintins. Diante deste 

contexto, conhecer os impactos dos efluentes gerados na lixeira pública do município de 

Parintins para o ecossistema aquático é relevante. 

 

1.1 DEPOSIÇÃO DE RESÍDUOS SÓLIDOS EM PARINTINS-AM 

 

O acúmulo de resíduos sólidos na lixeira pública de Parintins-Am é crescente e, como 

consequência, há um aumento na produção de chorume. Este líquido é produzido pela 

infiltração da água das chuvas e pela degradação de compostos que percolam através da 

massa de lixo disposto, carreando materiais dissolvidos ou suspensos.  



25 
 

Em Parintins cada habitante produz diariamente 0,963 gramas de lixo, o que perfaz 

uma média municipal de 64 toneladas por dia de resíduos despejados no lixão. Por sua vez, 

não existe coleta seletiva e nenhum tratamento especial é destinado aos resíduos (PESSOA e 

AZEVEDO FILHO, 2009). Adicionalmente, não existe sistema de canalização para descarte 

do chorume, nem tão pouco tratamento. O percolado aflora em vários pontos da lixeira e 

escorre livremente podendo contaminar rios, lagos e igarapés que margeiam a cidade, gerando 

impactos ambientais e sociais de grande porte. Isto representa uma ameaça ao sistema 

aquático e as espécies que neles vivem, principalmente se tratando de peixes, que são a 

principal fonte de proteína para a população local. Segundo Sisinno (2000), no Brasil, 

aproximadamente, 84,4% dos municípios dispõem os resíduos gerados em lixões a céu aberto, 

sem qualquer controle ambiental. 

Há décadas o armazenamento de resíduos na referida cidade era realizado em um lixão 

a céu aberto, localizado no perímetro urbano (02°38’45,9’’S e 56°45’25,6’’W), mas em 2011, 

este lixão tornou-se um aterro controlado, a fim de se amenizar a problemática do acúmulo de 

aves perto do aeroporto. Contudo, quanto ao percolado originário da degradação dos resíduos, 

nada foi feito. O chorume da lixeira de Parintins continua a representar um risco ao meio 

ambiente. 

A lei 12.305 de 2 de agosto de 2010 que institui a Política Nacional de Resíduos 

Sólidos proíbe, Artigo 47, as seguintes formas de destinação ou disposição final de resíduos 

sólidos ou rejeitos: lançamento em praias, no mar ou em quaisquer corpos hídricos; 

lançamento in natura a céu aberto, excetuados os resíduos de mineração; queima a céu aberto 

ou em recipientes; instalações e equipamentos não licenciados para essa finalidade; entre 

outras formas vedadas pelo poder público. De acordo com esta lei, até agosto de 2012, todos 

os municípios brasileiros devem apresentar um Plano Municipal de Gestão Integrada dos 

Resíduos Sólidos e até agosto de 2014, nenhum município brasileiro pode ter lixões a céu 

aberto. 

Segundo Nunes e Fonseca (2002), o monitoramento de percolados de aterros 

sanitários, visando garantir níveis seguros para disposição do mesmo no ambiente, pode ser 

realizado por uma série complexa de parâmetros físicos e químicos. Porém, essas análises não 

permitem avaliar eventuais impactos em organismos de ecossistemas aquáticos. Para esta 

avaliação é fundamental o uso de bioindicadores ou testes ecotoxicológicos. Estes testes se 

constituem numa importante ferramenta por proporcionar respostas adicionais no que se 

refere às alterações para o meio ambiente. Eles fornecem informações seguras acerca dos 

efeitos do mesmo sobre a biota aquática, podendo complementar o monitoramento físico e 
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químico usual (BRENTANO, 2006). Ainda segundo Brentano (2006), estudos com 

organismos aquáticos são indispensáveis na avaliação dos efeitos ambientais de efluentes 

complexos, como o chorume, contribuindo na busca de medidas mitigadoras e possibilitando 

não apenas a minimização do impacto ambiental causado por efluentes tóxicos, mas, também, 

a garantia da manutenção da vida aquática. 

Na região amazônica os peixes podem ser a principal via de contaminação de metais 

de transição para o homem (MENEZES, 2005), tendo em vista que as populações que vivem 

às margens de corpos d’água alimentam-se primariamente de peixes devido a abundância 

destes na região (ISAAC e RUFFINO, 2000). Isto representa um dos fatores que os tornam 

importantes como organismos indicadores e para bioensaios para verificar a presença ou a 

ausência de efeitos aparentes da contaminação sobre os organismos vivos. 

Outro fator importante é que organismos como, por exemplo, Colossoma 

macropomum, têm sido estudados nesta região como uma espécie biondicadora para diversos 

fatores impactantes como metais de transição e compostos petrogênicos. Essa espécie, quando 

exposta ao cobre e ao chumbo, apresentou sérios distúrbios no transporte de oxigênio, na 

regulação iônica, danos hepáticos e alterações no controle dos impulsos nervosos, 

comprovando ser uma espécie sensível a este tipo de contaminação (OLIVEIRA, 2003). Além 

disso, Oliveira (2010) observou aumento de anormalidades eritrocíticas e danos no DNA em 

espécimes de C. macropomum expostos a concentrações subletais de naftaleno, de 

benzo[a]pireno e de petróleo por 48 horas. 

 

1.2 BIOMONITORAMENTO E BIOMARCADORES 

 

O biomonitoramento ambiental é uma das ações que vêm sendo utilizadas para avaliar 

a qualidade ambiental por meio da utilização de organismos vivos. Os peixes têm sido 

estudados com frequência no biomonitoramento aquático, pois este ambiente está exposto a 

processos de poluição diversos, como mencionado. O uso de parâmetros biológicos para 

medir a qualidade da água se baseia nas respostas dos organismos em relação ao meio onde 

vivem. Como os rios estão sujeitos a inúmeras perturbações, a biota aquática reage a esses 

estímulos, sejam eles naturais ou antropogênicos (LIVINGSTONE, 1998).  

Na Amazônia o uso de peixes como ferramenta para o biomonitoramento assume 

extrema importância, uma vez que os contaminantes ambientais podem promover amplo 

conjunto de efeitos subletais nesses organismos. Tais efeitos em organismos sensíveis a riscos 
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de contaminação podem ser utilizados como sinais de alerta para a degradação do meio 

ambiente (HAVELKOVA et al. 2008). 

Os peixes podem bioacumular uma série de compostos, o que pode produzir um efeito 

de biomagnificação e levar a consequências desastrosas na cadeia trófica, inclusive ao 

homem. Portanto, o constante monitoramento em áreas de risco é fundamental para que não 

ocorra contaminação da população. Esta necessidade dá origem à análise dos efeitos 

morfológicos, moleculares, bioquímicos ou fisiológicos em peixes expostos a contaminantes 

que possam ser validados como biomarcadores. 

Biomarcadores são ferramentas úteis para avaliar a presença e os níveis de poluição 

química, podendo ser definido como sistemas indicadores que geralmente incluem 

subsistemas de um organismo completo, usados para identificar um alvo específico (SILVA 

et al. 2003). De acordo com Jonsson e Castro (2005), biomarcadores também podem ser 

definidos como toda substância ou seu produto de biotransformação ou qualquer alteração 

bioquímica precoce cuja determinação estabeleça a relação entre a exposição e o efeito tóxico 

refletida em alterações fisiológicas e a suscetibilidade dos indivíduos. 

Os biomarcadores também podem ser classificados como de exposição ou de efeito. 

Um biomarcador de exposição será qualquer alteração biológica mensurável que evidencie a 

exposição dos organismos a um poluente. Alguns exemplos deste tipo de marcadores são a 

atividade de enzimas antioxidantes e a concentração de metalotioneínas. Biomarcadores de 

efeito serão aqueles que evidenciem algum efeito tóxico associado à exposição do organismo 

ao poluente, como por exemplo, a peroxidação de lipídios ou o dano ao DNA. Uma das 

vantagens de se utilizar os biomarcadores em níveis baixos de organização biológica é a 

possibilidade de detecção precoce dos efeitos deletérios de poluentes, antes de serem 

evidenciadas alterações em níveis superiores da organização biológica. Estudos no nível 

populacional e de comunidade também fornecem informações sobre mudanças em curso; 

porém, estas somente serão detectadas uma vez que a comunidade já foi impactada 

(LIVINGSTONE, 1998). 

Segundo Schulz e Martins-Junior (2001), os peixes são excelentes ferramentas no 

acompanhamento da qualidade de ambientes aquáticos, servindo como importantes 

bioindicadores, pois respondem de várias maneiras à contaminação, como por exemplo, 

mudanças na taxa de crescimento, na maturação sexual, na estrutura populacional, entre 

outros. 
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1.3 USO DE PARÂMETROS HEMATOLÓGICOS, IÔNICOS E ENZIMÁTICOS 

COMO BIOMARCADORES 

 

Os peixes são considerados importantes biomarcadores de efeito (VAN DER OST et 

al., 2003). Amostras de sangue podem ser regularmente obtidas de forma não destrutiva para a 

avaliação do efeito. Porém, parâmetros hematológicos típicos não são respostas específicas 

para estressores químicos (CAVALCANTE, 2009). Por outro lado, podem indicar o quadro 

geral da fisiologia do animal e o seu estado de saúde, uma vez que o sangue reflete os 

processos vitais dos animais em função das variações internas ou ambientais (NUSSEY et al., 

1995). Embora menos específicos, o hematócrito (Ht), os teores de hemoglobina ([Hb]), os 

níveis de proteína e glicose são sensíveis a certos tipos de poluentes. Em alguns estudos, esses 

parâmetros têm sido úteis como biomarcadores de efeito de substâncias químicas em peixes 

(WINKALER et al., 2001). 

Vários estudos têm mostrado mudanças hematológicas em peixes expostos a agentes 

estressores, como os poluentes inorgânicos (CARVALHO e FERNANDES, 2006; MAZON 

et al., 2002; ROGERS et al., 2003). Oliveira (2003) observou reduções no Ht e no número de 

células vermelhas circulantes em exemplares de C. macropomum expostos à concentração 

subletal de chumbo e em uma mistura de chumbo e cobre. A diminuição do Ht e [Hb] também 

foi observada em truta arco-íris exposta ao chumbo (ROGERS et al., 2003). 

O plasma sanguíneo também é constantemente utilizado para aferir os íons envolvidos 

na homeostase iônica. A manutenção das concentrações iônicas internas constantes e 

compatíveis com as funções celulares é essencial e requer regulação ativa das taxas de fluxo 

de água e de íons. Distúrbios no balanço hídrico e na homeostase iônica são aspectos 

característicos de estresse em peixes. Isto ocorre devido à íntima relação entre os fluidos 

corpóreos nas brânquias e o ambiente aquático. Assim, a osmolaridade plasmática, as 

concentrações individuais dos íons sódio, cloreto e potássio, são exemplos de variáveis 

fisiológicas utilizadas como indicadoras de efeitos subletais de poluentes em peixes 

(SIMONATO, 2006).    

Adams et al. (1990) e Winkaler et al. (2001) afirmam que os biomarcadores 

fisiológicos, histológicos e bioquímicos vêm sendo utilizados amplamente para apontar e 

quantificar tanto a exposição quanto os efeitos de contaminantes ambientais. Em peixes 

expostos a substâncias químicas, um dos principais órgãos afetados é o fígado. Isso ocorre 

porque no fígado são realizadas várias reações bioquímicas, como, por exemplo, o 

metabolismo dos metais e de hidrocarbonetos. Desta forma, o fígado acumula grande parte 
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destes compostos (LINDE et al., 1998). O elevado acúmulo de metais no fígado pode 

ocasionar sérias lesões hepáticas e histopatológicas como, por exemplo, aumento no volume 

celular, necrose e degeneração dos hepatócitos, promovendo disfunções hepáticas (MAZON, 

1997). Essas lesões também podem ser avaliadas pela presença de algumas enzimas, que são 

liberadas no plasma pelo fígado danificado, como as aminotransferases e a fosfatase alcalina 

(HEATH, 1995). 

As enzimas aminotransferases são intracelulares e constituem um grupo de enzimas 

que catalisam a transferência de um grupo amina de um α-aminoácido para um α-cetoácido. 

As aminotransferases do plasma são utilizadas para o diagnóstico de certas afecções do fígado 

que levam à destruição e necrose dos tecidos. Portanto, a presença de níveis elevados dessas 

enzimas no plasma indica lesão de células ricas em transaminases (CHAMPE e HARVEY, 

1996). A aspartato amino transaminase (AST) e a alanina amino transaminase (ALT) são 

exemplos de aminotranferases cujo aumento da atividade no plasma pode ser um indicador de 

dano celular na membrana de certos órgãos, principalmente, o fígado (BOON et al., 1992). A 

enzima fosfatase alcalina (FA) também está sendo utilizada para a mesma finalidade. Esta 

enzima é derivada do fígado, intestino, rins e ossos e sua presença aumentada no sangue está 

relacionada a certas doenças ósseas ou quando há obstrução dos ductos biliares. Portanto, a 

dosagem da fosfatase alcalina no sangue é uma das mais sensíveis e úteis provas da função 

hepática (RAW, 1981). 

Estudos sobre a atividade das enzimas aspartato aminotransferase (AST), alanina 

aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (FA) estão sendo realizados em peixes expostos a 

metais de transição, óleo cru, agrotóxicos, pesticidas e hidrocarbonetos, para verificação dos 

efeitos tóxicos desses poluentes sobre os sistemas enzimáticos desses animais (DAS e 

MUKHERJEE, 2000; EL-DEMERDASH e ELAGAMY, 1999; KARAN et al., 1998; 

OLIVEIRA, 2003; MEDDA et al., 1995). Aumento nas concentrações de ALT, AST e FA foi 

descrito para exemplares de C. macropomum expostos a concentrações subletais de cobre e 

chumbo (OLIVEIRA, 2003) e à fração solúvel de petróleo fotomodificado (OLIVEIRA, 

2010). 

A enzima acetilcolinesterase (Ache), mais conhecida como colinesterase (Che), é uma 

enzima do sistema nervoso que desempenha um importante papel na regulação dos impulsos 

nervosos até as sinapses colinérgicas (HEATH, 1995). De acordo com Rao (2006) e Viarengo 

et al. (2007), a acetilcolinesterase é responsável pela degradação do neurotransmissor 

acetilcolina na sinapse colinérgica de vertebrados e invertebrados, facilitando assim a 

transmissão de impulsos nervosos de um neurônio colinérgico para o próximo. 
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As colinesterases (Che) são os biomarcadores mais utilizados na avaliação dos efeitos 

de exposição de organismos a vários pesticidas organofosforados e carbamatos (ALPUCHE-

GUAL e GOLD-BOUCHOT, 2008). Segundo Viarengo et al. (2007), as colinesterases, nos 

vertebrados, constituem uma classe de serina hidrolases e compreendem duas isoenzimas: 

acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BChE). Determinados agentes tóxicos são 

anticolinérgicos, podendo inibir esta enzima, pela ligação destes compostos ao sítio esteárico 

da enzima, impedindo a hidrólise da acetilcolina. Na presença de baixas concentrações e 

curtos intervalos de tempo, os compostos são rapidamente removidos do sítio esteárico e a 

atividade da colinesterase é rapidamente restaurada. Porém, sob a presença de altas 

concentrações do poluente, essa ligação pode ser irreversível (SMITH, 1959).  

 

1.4 USO DE ENSAIO DO COMETA E ANORMALIDADES NUCLEARES COMO 

BIOMARCADORES 

 

Compostos genotóxicos alteram a estrutura química do DNA, podendo causar câncer, 

morte celular e ocasionar mudanças na frequência de bases nitrogenadas (MICHELMORE e 

CHIPMAN, 1998). Portanto, esses compostos podem produzir relevantes impactos ecológicos 

pelo insucesso reprodutivo das populações (WIRGIN e WALDMAN, 1998). O Ensaio 

Cometa (EC), “Single Cell Gel Electrophoresis”, como um teste de genotoxicidade, apresenta 

algumas vantagens sobre os testes bioquímicos e citogenéticos, entre as quais a utilização de 

um pequeno número de células que não necessariamente estejam em divisão. A utilização 

deste teste como biomarcador de contaminação ambiental tem sido recomendada para 

organismos aquáticos (HOOK e LEE, 2004; KLOBUCAR et al., 2003). 

A ocorrência de micronúcleos é outro importante teste de genotoxicidade. De acordo 

com Heddle et al. (1991), os micronúcleos surgem de fragmentos de cromossomos que não 

são incorporados no núcleo da célula depois da mitose, como consequência de dano genético 

que pode ser causado por agentes físicos, químicos ou biológicos. A presença de 

micronúcleos pode ser tomada como indicação prévia de aberração cromossômica 

(genotoxicidade) (MALUF e ERDTMANN, 2003). Entretanto, os mecanismos de formação 

das anormalidades nucleares não são completamente conhecidos (AYLLÓN e GARCIA-

VAZQUEZ, 2001). Carrasco et al. (1990) classificaram as anormalidades em núcleo lobado, 

núcleo vacuolado, núcleo segmentado e núcleo em forma de rim, além do típico micronúcleo.  

Micronúcleos e anormalidades nucleares têm sido utilizados com sucesso como 

biomarcadores e ou indicadores genotóxicos de contaminação em peixes expostos a 
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substâncias químicas que possuem capacidade genotóxica como os HPAs (GRAVATO e 

SANTOS, 2002; PACHECO e SANTOS, 1997, 1998) e os metais de transição (AYLLÓN e 

GARCIA-VAZQUEZ, 2001; RISSO-DE FAVERNEY et al., 2001; SANCHEZ-GALLAN et 

al., 1999). 

 

1.5 A ESPÉCIE Colossoma macropomum 

 

Conhecida na Amazônia por tambaqui, a espécie Colossoma macropomum pertence à 

ordem Characiformes, família Serrassalmidae (MIRANDE, 2010). Essa espécie é nativa da 

bacia amazônica e orinoco, podendo atingir até um metro de cumprimento e pesar 30 kg, 

sendo considerada o segundo maior peixe da América do Sul (ISAAC e RUFFINO, 2000). 

Este peixe, quando na natureza, é onívoro e alimenta-se geralmente de frutos e sementes. Em 

cativeiro aceita ração, fato que em conjunto com sua rusticidade o torna uma espécie das mais 

utilizadas na piscicultura na região. Sua carne é bastante apreciada pela população local 

(ARAÚJO-LIMA e GOLDING, 1998). Com a finalidade de preservar o meio ambiente e 

suprir a demanda crescente de proteína de origem animal e, sobretudo devido ao seu fácil 

manejo, o tambaqui é uma das principais espécies produzidas comercialmente ou 

experimentalmente no país (VALENTIN et al., 2000). Esta espécie migradora está 

amplamente distribuída pela planície hidrográfica.  

Colossoma macropomum (tambaqui) é uma espécie de fácil manuseio e manutenção 

em laboratório. Aspectos da sua fisiologia, genética, bioquímica e ecologia já foram descritos 

na literatura especializada (VAL e ALMEIDA-VAL, 1995; WOOD et al., 1998). Além disso, 

o tambaqui tem sido utilizado como espécie alvo em estudos com diversos tipos de agentes 

estressantes como o pH (WOOD et al., 1998), hipóxia (VAL, 1995), temperatura (MOURA et 

al., 1997; OLIVEIRA et al., 2001), petróleo e seus derivados (MACO-GARCIA, 1997; VAL 

e ALMEIDA-VAL, 1999; OLIVEIRA, 2010); e metais de transição como zinco (MATSUO 

et al. 2001), alumínio (MATSUO e VAL, 2003), e cobre (MENEZES, 2005; OLIVEIRA, 

2003). 
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2.OBJETIVOS 

 

2.1. OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o efeito do chorume proveniente da lixeira pública de Parintins em tambaqui, 

Colossoma macropomum, (Cuvier, 1818), após 96h de exposição e após exposição in situ no 

Lago do Macurany.  

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Caracterizar semi-quantitativamente os compostos orgânicos (naftaleno, 

fluoreno, fenantreno, antraceno, pireno, criseno, benzopireno, benzoantraceno, 

benzofluoranteno, e indenopireno) e inorgânicos (cobre, cádmio e chumbo) presentes no 

chorume da lixeira pública de Parintins-Am e na água do Lago do Macurany.  

 Avaliar o uso de biomarcadores de efeito da contaminação por chorume, após 

exposição em testes laboratoriais por 96h.  

 Validar os biomarcadores após incubação de exemplares de Colossoma 

macropomum no Lago do Macurany. 

 Avaliação do impacto ambiental da presença de despejos tóxicos no Lago do 

Macurany após exposição in situ, para Colossoma macropomum, utilizando-se os 

biomarcadores testados em laboratório. 
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3 METODOLOGIA 

 

3.1 COLETA DE CHORUME 

 

Foram coletados cerca de oito litros de chorume, proveniente da lixeira pública de 

Parintins-Am, em vidros âmbar e armazenado em condição refrigerada, para posterior análise. 

Parte da amostra de chorume foi utilizada nos experimentos de exposição de C. macropomum 

a concentração subletal. Outra parte foi utilizada para realização da análise e caracterização 

quantitativa de compostos orgânicos e inorgânicos. 

 

3.2 COLETA DOS ANIMAIS E ACLIMATAÇÃO 

 

Foram adquiridos juvenis de C. macropomum (39,1±2,9g; 11,0±0,3cm) em 

piscicultura (02°38’15,8’’S e 56°45’14,0’’W) da região de Parintins e transportados ao 

Laboratório de Biologia do Centro de Estudos Superiores de Parintins da Universidade do 

Estado do Amazonas (CESP-UEA). No laboratório, os animais foram aclimatados em 

aquários de 6L, dotados de sistema de aeração constante, por 72h, antes do início da 

exposição ao chorume. 

Os experimentos foram desenvolvidos por meio de dois protocolos experimentais. O 

primeiro buscou testar biomarcadores de chorume, com exposição laboratorial, e o segundo 

buscou avaliar o impacto ambiental por meio da exposição dos animais in situ no Lago do 

Macurany. Essas séries experimentais estão descritas a seguir.  

 

3.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL I: EXPOSIÇÃO AGUDA A 

CONCENTRAÇÕES SUBLETAIS DE CHORUME 

 

Foram realizados experimentos laboratoriais com exposição dos exemplares de C. 

macropomum ao chorume, oriundo da lixeira pública de Parintins-Am, com a intenção de 

induzir os marcadores fisiológicos, enzimáticos e genotóxicos a serem testados. Utilizou-se 32 

indivíduos distribuídos em grupos de 8 exemplares expostos em aquários individuais (figura 

1a), com capacidade para 6 litros, contendo água do poço+chorume em três diferentes 

diluições (1:100, 1:1000 e 1:10000) por um período de 96h. Outro grupo de 8 espécimes de C. 

macropomum foi exposto à água do poço do CESP, sendo considerado o grupo controle. Os 
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aquários foram dotados de sistemas semiestáticos, com substituição diária de 10% da solução-

teste, aeração constante e com o monitoramento da temperatura, pH, condutividade e oxigênio 

dissolvido. Foram coletadas amostras de água, dos aquários, no início e no final da exposição 

para a caracterização de compostos orgânicos e inorgânicos, seguindo os mesmos 

procedimentos para análise de chorume. 

 

3.4 PROTOCOLO EXPERIMENTAL II: EXPOSIÇÃO IN SITU NO LAGO DO 

MACURANY 

 

Foram realizados experimentos de exposição in situ de exemplares de C. macropomum 

no Lago do Macurany, nos arredores da lixeira de Parintins-Am, para verificar se os efeitos 

são semelhantes aqueles do protocolo experimental I e, consequentemente, afetam a saúde dos 

peixes. Os marcadores avaliados foram os mesmos do protocolo I. Os exemplares de C. 

macropomum foram expostos em gaiolas plásticas (Figura 1b), em dois diferentes tempos de 

exposição, 24 e 48h. Para as condições experimentais utilizou-se 30 indivíduos da espécie C. 

macropomum distribuídos em grupos de 3 exemplares expostos em gaiolas plásticas com 

volume de 9L à jusante da lixeira (02°38’51,0’’S e 56°43’73,6’’W). Outro grupo, de 30 

espécimes de C. macropomum, foi exposto no Lago do Macurany em um ponto à montante da 

lixeira (02°39’04,1’’S e 56°43’68,0’’W) sendo considerado grupo controle. 

Foi realizado o monitoramento da temperatura, do pH, da condutividade elétrica e do 

oxigênio dissolvido da água do entorno das gaiolas, bem como foram coletadas amostras de 

água para a caracterização dos compostos orgânicos e inorgânicos, conforme descrito 

posteriormente. 

 

Figura 1 Experimento de exposição aguda a concentrações subletais de chorume (A) e 
experimentos de exposição in situ no Lago do Macurany (B).  

A B 

A A 

A B 

B B 
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3.5 ACOMPANHAMENTO DA QUALIDADE DA ÁGUA  

 

As medidas das características físico-químicas da água foram efetuadas diariamente 

durante a execução dos testes experimentais. Os valores de pH foram obtidos com auxílio de 

um pHmetro da marca Micronal, modelo B374 e as medidas de temperatura e oxigênio 

dissolvido foram realizadas com o auxílio de um oxímetro da marca YSI, modelo 55/12 FT.  

 

3.6 ANÁLISE DE COMPOSTOS ORGÂNICOS E INORGÂNICOS 

 

Foi realizada a caracterização semi-quantitativa de hidrocarbonetos aromáticos 

policíclicos (HPAs) e de metais de transição presentes no chorume e na água dos 

experimentos descritos. Para isso, as amostras para leitura de HPAs foram coletadas em 

vidros âmbar (250 mL) cobertos com papel alumínio e armazenadas em refrigerador no CESP 

e, posteriormente, foram transportadas ao Laboratório de Biotecnologia da UEA para serem 

analisadas. 

As amostras destinadas a leitura de metais também foram coletadas em vidro âmbar 

(250 mL) e cobertos com papel alumínio, sendo em seguida acidificadas com ácido nítrico 

(HNO3) a 10%. Essas amostras foram refrigeradas e armazenadas no CESP até serem 

transportadas ao Laboratório de Ecofisiologia e Evolução Molecular-LEEM para análise. 

 

3.6.1 Análise de hidrocarbonetos aromáticos policíclicos 

 

3.6.1.1 Extração  

 

As amostras foram submetidas à extração líquido-líquido. Utilizando um funil de 

separação de 125 mL, os compostos orgânicos foram extraídos, de 30 mL de amostra, com 60 

mL de uma mistura de solventes (hexano e diclorometano, na proporção 1:1). Após agitação 

vigorosa e separação das fases, foi retirada a fase orgânica. O processo foi realizado em três 

etapas, dividas por cada 20 mL da mistura de solventes, monitorando a extração por meio da 

técnica de Cromatografia de Camada Delgada – CCD com revelação na luz ultravioleta. Em 

seguida, as amostras foram concentradas com a retirada do solvente em um evaporador 

rotativo. As amostras foram concentradas até o volume final de 1 mL para a análise no 

cromatógrafo com fase gasosa acoplado ao espectrômetro de massas (CG/EM). 



36 
 

3.6.1.2 Análises químicas por CG/EM  

 

A determinação semi-quantitativa da presença dos compostos orgânicos foi realizada 

pela injeção de 1 μL da amostra em um cromatógrafo a gás (Shimadzu 2010) acoplado a um 

espectrômetro de massas (CG-EM Shimadzu QP 2010). O equipamento operou no modo de 

monitoramento seletivo de íons (SIM) (70eV), com temperatura da interface e da fonte de 

íons a 220°C. A coluna capilar utilizada foi a RTX 5 MS da Restec de 30 m de comprimento e 

0,25 mm de diâmetro interno com fase estacionária (5% de difenil, 95% de dimetil 

polisiloxano) de 0,25 um. A rampa de temperatura utilizada na separação dos compostos 

iniciou em 40°C mantendo-se em isoterma por um minuto, seguido de uma rampa de 

aquecimento de 5°C/min até 200°C, que foi mantido sob isoterma por três minutos. 

 

3.6.1.3 Análise de Metais de Transição 

 

Alíquotas das amostras de chorume foram pré-concentradas com ácido nítrico e em 

seguida foram filtradas para serem lidas em espectrofotômetro de absorção atômica. Os 

metais analisados foram Cádmio (Cd), Cobre (Cu) e Chumbo (Pb) por meio de 

espectrofotometria de absorção atômica em forno de grafite com temperatura de 

aproximadamente 1200 ºC, no equipamento marca Perkin Elmer, modelo AAnalyst 800. O 

teor de cada metal foi lido através de lâmpadas específicas (catodo oco) para cada elemento. 

As amostras foram colocadas na torre de fonte para serem processadas e lidas. Os valores de 

cada leitura foram automaticamente transferidos para uma planilha eletrônica pelo próprio 

software do equipamento. O gás utilizado foi o argônio adquirido da White Martins Ltda com 

o grau de pureza especifico para a leitura de espectrofotometria de absorção atômica. 

 

3.7 PROCEDIMENTOS ANALÍTICOS  

 

Após a exposição (protocolo I e II), os peixes foram anestesiados com benzocaína 

(0,5g.L-¹) e as amostras de sangue foram obtidas por punção da veia caudal usando seringas 

heparinizadas. As amostras de sangue foram utilizadas imediatamente na determinação dos 

parâmetros hematológicos, nos esfregaços e nas lâminas de cometa. Para separação do 

plasma, o sangue foi transferido para tubos Eppendorf e centrifugado em uma mini-centrífuga 
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a 3000rpm por 10 minutos para ser utilizado nas análises dos parâmetros iônicos e 

enzimáticos. 

 

3.7.1 Parâmetros Hematológicos 

 

3.7.1.1 Hematócrito (Ht) 

 

Em tubos de microhematócrito, heparinizados, foram coletadas duas amostras de 

sangue de cada animal. Os tubos tiveram uma das suas extremidades vedados com fogo e 

centrifugados em uma centrífuga de microhematócrito FANEM 207N a 12000 rpm durante10 

minutos. A leitura da porcentagem de sedimentação dos eritrócitos foi realizada com auxílio 

de um cartão padronizado. 

 

3.7.1.2 Concentração de hemoglobina [Hb]  

 

A concentração de hemoglobina foi determinada utilizando o método da 

cianomethohemoglobina descrito por Kampen e Zijlstra (1964), que consiste em adicionar 

10µl de sangue em 2ml da solução de Drabkin (KCN 0,5g; KH2PO4 14g; K3[Fe(CN)6] 2,0 g 

em1000ml de água destilada) que, após diluído, permaneceu por 10 minutos em repouso, para 

a efetivação da hemólise. O conteúdo do tubo foi adicionado em uma cubeta de plástico e a 

absorbância medida em um espectrofotômetro Bioespectro SP-22. A absorbância foi 

determinada em 540nm, utilizando a solução de Drabkin como “branco”. A concentração de 

hemoglobina será determinada pela seguinte fórmula: 

g % Hb= ABS (540nm) x 0,146 x diluição da amostra. 

 

3.7.1.3 Contagem de eritrócitos circulantes (RBC) 

 

Para a contagem de eritrócitos o sangue foi diluído em uma solução de formol citrato 

(3,8 g de citrato de sódio; 2,0ml de formol 40% e água destilada q.s.p. 100ml), na proporção 

de 1:200 (volume de sangue: volume de diluente). Após a homogeneização, a contagem dos 

eritrócitos (106/mm³) foi realizada com o auxílio de câmara de Neubauer em objetiva de 40X 

em um microscópio Motic. 
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3.7.1.4 Determinação das Constantes Corpusculares 

 

As constantes corpusculares, Volume Corpuscular Médio (VCM), Hemoglobina 

Corpuscular Média (HCM) e a Concentração de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM) 

foram calculadas como descrito por Brow (1976), conforme segue: 

a) VCM (µm3) = Ht x 10/RBC 

b) HCM (µg) = [Hb] x 10/RBC 

c) CHCM (%) = [Hb] x100/Ht 

 

3.7.1.5 Concentração de glicose sanguínea  

 

As concentrações de glicose foram determinadas por meio de análise eletroquímica 

das amostras, em um medidor eletrônico (Accu-Chek Advantage II/Roche®). Para isso 

aproximadamente 10µl de sangue total foram colocados nas fitas de leitura do aparelho. Os 

resultados estão expressos em mg/dL. 

 

3.7.2 Parâmetros iônicos 

 

Para avaliação da homeostase iônica foram determinadas as concentrações plasmáticas 

dos íons sódio, potássio e cloreto (Na+, K+ e Cl-). 

 

3.7.2.1 Concentrações de Na+ e K+ 

 

Para determinação das concentrações de Na+ e K+, as amostras de plasma foram 

diluídas 1000 vezes em água deionizada. A leitura foi realizada em um espectrofotômetro de 

absorção atômica da marca Perkin Elmer – AANALYST 800 e os resultados estão expressos 

em mEq/L. 

 

3.7.2.2 Concentrações de Cl- 

 

O método de determinação da concentração de cloreto no plasma consiste em diluir o 

plasma 1000 vezes em água Milliq. A 150 µL de plasma diluído foram adicionados 150 µL de 

uma solução reagente de cor (tiocioneto de mercúrio e nitrato férrico 20,2%, nas proporções 
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de 1:1). Esse método depende da liberação do íon tiocianeto proveniente do tiocianeto de 

mercúrio pela formação da forma não ionizada e solúvel do cloreto de mercúrio. Na presença 

do íon ferro, o tiocianeto liberado produz uma forte coloração que é proporcional à 

concentração de cloreto original. A amostra foi lida em comprimento de onda de 480nm em 

leitor de microplaca Spectra Max® (Molecular Devices). 

 

3.7.3 Parâmetros enzimáticos 

 

Para as análises enzimáticas foram avaliadas as concentrações das enzimas Aspartato 

aminotransferase (AST), Alanina Aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA), e 

colinesterase (Che). 

 

3.7.3.1 Atividade da aspartato aminotransferase (AST) e da alanina aminotransferase 

(ALT) 

 

As concentrações de AST e ALT foram determinadas usando-se kits comerciais 

específicos da marca In vitro®, Itabira-MG-Brasil. O método para a AST consiste na catálise 

da reação de ácido oxalacético com ácido glutâmico produzindo ácido α-cetoglutárico e ácido 

aspártico. Para a ALT o método consiste na catálise da reação de ácido pirúvico com ácido 

glutâmico produzindo alanina e ácido α-cetoglutárico. Ambas as reações são reversíveis. As 

atividades da AST e da ALT foram determinadas medindo-se o nível de oxalacetato ou de 

piruvato, formados em condições padronizadas (pH e temperatura), enquanto o ácido α-

cetoglutárico se transamina para ácido glutâmico. As concentrações da ALT e da AST foram 

determinadas por meio da equação da curva padrão de cada uma das enzimas.   

A leitura das absorbâncias foi realizada em um espectrofotômetro Genesis-2. A 

diferença na atividade óptica entre os valores de absorbância em 505nm indica o teor de 2,4-

dinitrofenil-hidrazona das amostras, que corresponde ao teor de oxalacetato ou piruvato 

existente na amostra. Uma unidade de transaminase corresponde à quantidade de 1µg de ácido 

pirúvico ou de ácido oxalacético formado em 1 minuto a 25ºC. Os resultados foram expressos 

em unidades internacionais (UI).   
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3.7.3.2 Atividade da fosfatase alcalina (FA)  

 

A concentração da fosfatase alcalina no plasma foi determinada por meio de Kit 

específico da marca In vitro®, Itabira-MG-Brasil. O método se baseia no fato de que o soro 

que apresenta esta enzima hidrolisa o glicerolfosfato (substrato) em pH alcalino, liberando o 

fosfato. O número obtido na dosagem teste, menos o teor de fosfato inorgânico do soro, 

fornece o teor da fosfatase expresso em unidades internacionais (UI). A amostra foi lida em 

um espectrofotômetro Genesis-2 em 410nm. 

 

3.7.3.3 Atividade da colinesterase (Che) 

 

A concentração da enzima Che foi determinada indiretamente pela presença da 

pseudo-colineterase presente no plasma com auxílio de um Kit específico In vitro®, Itabira-

MG-Brasil. O método consiste na hidrólise da propioniltiocolina pela colinestarase, com a 

liberação de grupo sulfidrílico livre a partir da tiocolina. O grupo sulfidrílico livre reagiu com 

DTNB (5,5-dithiobis-(ácido 2-nitronzóico)) levando à formação de um composto amarelo que 

é proporcional à concentração de colinesterase da amostra. A leitura da absorbância foi 

realizada em 410nm em um espectrofotômetro Genesis-2. Os resultados estão expressos em 

UI/mL.  

 

3.7.4 Parâmetros Genotóxicos 

 

Foram realizados ensaios do cometa e anormalidades nucleares para avaliação de 

danos genéticos nos peixes expostos às condições experimentais descritas nos protocolos I e 

II.  

 

3.7.4.1 Ensaio do Cometa 

 

As análises de fragmentos de DNA foram realizadas por meio do ensaio cometa 

alcalino e coloração com nitrato de prata. O método consiste na detecção de fragmentos de 

DNA em microgel de agarose. Para isso, lâminas de microscopia, em duplicata, foram 

previamente cobertas com agarose 1,5% (1,80g de agarose e 120mL de tampão fosfato 

alcalino, pH 7,4) e foram mantidas em geladeira para uso posterior. As amostras de sangue 

foram diluídas 20 vezes em um meio de cultura de células e, posteriormente, 10l do sangue 
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diluído foram misturados com 190l de agarose “low melting” (0,15g de agarose em 20mL de 

tampão fosfato alcalino, pH 7,4) a 37oC. Em seguida as amostras de sangue foram colocadas 

sobre as lâminas com pré-cobertura e recobertas com lamínulas para que o gel se espalhasse 

uniformemente até solidificar. Após a retirada das lamínulas, as lâminas foram colocadas na 

solução de lise (146,1g NaCl (2,5M), 37,2g EDTA (100mM), 1,2g de Tris (10mM)), 1 litro de 

água destilada, sendo o pH da solução ajustado para 13 com NaOH. No momento do uso 

foram adicionados 1% de Triton X-100 e 10% DMSO por no mínimo 1h, em geladeira e 

protegidos da luz. 

Depois da lise as lâminas foram colocadas em cuba eletroforética e mergulhadas em 

tampão eletroforético (300mM NaOH e 1mM EDTA em pH>13) por 20 min. Em seguida foi 

realizada a corrida eletroforética com 25V e 300mA por 15 min. Depois desta etapa as 

lâminas foram neutralizadas com tampão Tris (48,5 g de Tris em 1 litro de água destilada) 

durante 5 min por três vezes e então lavadas duas vezes com água destilada. As lâminas foram 

secas por no mínimo 2h a 37oC. Após esse período as lâminas foram fixadas em solução 

fixadora (15% de ácido tricloácetico, 5% de sulfato de zinco (heptahidratado), 5% de glicerol 

e 1 litro de água destilada) por 10 min. Novamente, as lâminas foram lavadas por três vezes e 

secas por 2h a 37oC. Depois de secas, as lâminas foram hidratadas por 5 min e coradas com 

solução de coloração com prata que consiste em: 66mL da solução de carbonato de cálcio 

(12,5g de carbonato de cálcio para 250ml de água) e 34mL da solução de nitrato de prata 

(50mg de nitrato de prata, 50mg de nitrato de amônio, 250mg de ácido tungstosalicílico e 

125l de formaldeído) por 15 min a 37oC. Depois de coradas, as lâminas foram lavadas por 

três vezes e, então, submersas por 5 min em solução “stop” (ácido acético 1%). Passado os 5 

min de reação, foram novamente lavadas por três vezes e secas em temperatura ambiente. A 

observação dos cometas foi feita com auxílio de microscópio ótico da marca MOTIC com 

aumento de 100X. Foram contadas 100 células de cada lâmina e os cometas foram 

classificados conforme forma e tamanho da cauda de 0 (não danificado) a 4 (dano máximo) 

(COLLINS et al., 1995). O tamanho da cauda é proporcional ao nível de fragmentação de 

DNA.  

 

3.7.4.2 Anormalidades nucleares eritrocíticas (ANE) 

 

Os esfregaços sanguíneos foram fixados com metanol por 10 minutos e depois de 

secos foram corados com uma solução May-Grünwald por 2 minutos, May-Grünwald e água 

destilada 1:1 por 10 minutos e Giemsa e água destilada 1:6 por 10 minutos. Em seguida foram 
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lavados com água destilada e secos à temperatura ambiente (SANCHEZ-GALAN et al., 

1998). Segundo Carrasco et al. (1990), as lesões nucleares foram divididas em quatro 

categorias: a) Micronúcleo (M); b) Núcleo lobado (L); c) Núcleo segmentado (S) e d) Núcleo 

em forma de rim (K). Foram contadas 2000 células adultas de cada indivíduo com o auxílio 

de microscópio ótico da marca MOTIC com aumento de 100X. O resultado está expresso em 

porcentagem (%) de anormalidades nucleares eritrocíticas (ANE), considerando a soma de 

todas as lesões (M+L+S+K). 

 

3.7.5 Análise Estatística 

 

Os resultados obtidos estão expressos como média e erro padrão da média (SEM). Os 

resultados da expressão dos biomarcadores, protocolo I, em relação à concentração do 

chorume foram submetidos a uma análise de variância (ANOVA, um fator). Para os 

resultados que mostraram indicação de existência de diferença significativa em nível de 5% 

foi aplicado o teste de Tukey para discriminação das diferenças (ZAR, 1984). Os resultados 

obtidos da expressão dos biomarcadores, protocolo II, Lago do Macurany, foram submetidos 

à comparação por teste t de Student, assumindo o nível de 5% de significância.  
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4 RESULTADOS 

 

Os parâmetros hematológicos, iônicos, enzimáticos e genotóxicos foram determinados 

e avaliados para utilização como potenciais biomarcadores de contaminação pelo chorume 

nos protocolos experimentais I e II. 

 

4.1 PROTOCOLO EXPERIMENTAL I: EXPOSIÇÃO AGUDA A 

CONCENTRAÇÕES SUBLETAIS DE CHORUME 

 

4.1.1 Sobrevivência dos animais  

 

De um modo geral as concentrações de chorume utilizadas nos ensaios laboratoriais 

mostraram ser subletais aos exemplares de tambaqui testados. Durante o período experimental 

de exposição, por 96h, a sobrevivência dos peixes foi de 100% no grupo controle e nas duas 

maiores diluições, porém na proporção de 1:100 ocorreu a mortalidade de dois exemplares 

após 24h. Também foi observado que os animais expostos ao chorume, principalmente na 

diluição 1:100, 
 

apresentaram leve produção de muco, leve expansão do lábio inferior e 

nadavam na coluna superficial da água. A expansão do lábio inferior é frequentemente 

observada nessa espécie quando os indivíduos encontram-se em ambientes hipóxicos 

(ALMEIDA-VAL E VAL, 1995), como o verificado aqui, pois as concentrações de oxigênio 

dissolvido encontravam-se em valores relativamente baixos para sobrevivência da espécie.  

 

4.1.2 Parâmetros Químicos do Chorume 

 

As características químicas do chorume estão apresentadas na tabela 1. Entre os HPAs 

analisados, o fenantreno foi o que apresentou a maior média amostral, o benzo (a) antraceno 

foi o que apresentou a menor média, porém este último é de extrema importância quanto ao 

seu potencial carcinogênico. Os metais analisados cádmio, cobre e chumbo apresentaram 

concentrações acima dos limites de descarte de efluentes em corpos d água (0,2 mg Cd/l, 0,5 

mg Pb/l e 1,0 mg Cu/l).  
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Tabela 1: Composição do Chorume da Lixeira Pública de Parintins-Am 

Chorume Unidade Média 

Naftaleno Nap/área 75,700±0, 2 

Fenantreno Phe/área 162,000±0, 1 

Pireno Pyr/área 100,060 5±0, 3 

Benzo (a) antraceno BaA/área 26,083±0, 2 

Criseno Chr 3.410,00±0, 9 

Cádmio mg Cd/l 1,022±0,8 

Cobre mg Cu/l 1,380±1,2 

Chumbo mg Pb/l 2,083±1,0 

 

 

4.1.3 Parâmetros Físico-Químicos da Água  

 

Durante o período experimental as características físico-químicas da água foram 

monitoradas diariamente. A temperatura e o pH não apresentaram diferença significativa 

(p>0,05) para nenhum dos tratamentos em relação ao controle; entretanto, observou-se uma 

variação significativa nos níveis de oxigênio e condutividade nos tratamentos em relação ao 

controle, tabela 2. Os valores de HPAs (determinado apenas em área sob os picos do 

cromatograma), oriundos da diluição de chorume estão apresentados na tabela 3. O naftaleno, 

fenantreno e benzo(a)antraceno também foram detectados na água do poço da UEA. 

Os dados correspondentes ao teor de metais de transição nas águas experimentais não 

foram apresentados, pois ocorreram problemas com a leitura desses compostos no 

equipamento, o que comprometeu a análise estatística dos resultados obtidos. A leitura dos 

metais será repetida nas águas dos aquários experimentais. 
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Tabela 2 Parâmetros físico-químicos da água utilizada nos testes de exposição de exemplares 
de C. macropomum a concentrações subletais de chorume por 96 horas. 

Tratamentos Oxigênio 

(mg/L) 

Temperatura 

(°C) 

pH Condutividade 

(mv) 

(T1) Controle 

        (n=8) 

5, 9±0, 1a 29, 0±0, 1a 7, 9±0, 1a 10, 4±1, 3a 

(T2) Diluição 1:100 

       (n=6) 

2, 5±0, 1b 29, 5±0, 1a 7, 5±0, 1a 27, 3±3, 3b 

(T3) Diluição 1:1000 

       (n=8) 

2, 4±0, 1b 29, 5±0, 1a 7, 2±0, 1a 23, 9±0, 6b 

(T4) Diluição 1:10000 

       (n=8) 

2, 5±0, 5b 29, 5±0, 1a 7, 1±0, 1a 21, 3±0, 9b 

n= número de unidades experimentais para cada tratamento.  

a, b= indicam diferença estatística significativa dos diferentes tratamentos entre si (p<0,05). 
 

Tabela 3 Média dos valores de Hidrocarbonetos Aromáticos Policíclicos (HPAs) da água 
utilizada nos testes de exposição de exemplares de C. macropomum a concentrações subletais 
de chorume por 96 horas. 

Composto T1-Controle  T2-Diluição 1:100  T3-Diluição 1:1000  T4-Diluição 1:10000  

Naftaleno 100.822,00 179.556,00 125.511,00 119.743,00 

Fenantreno 6.420,00 170.630,50 158.051,00 146.21,00 

Pireno - 106.558,50 95.508,00 53.380,00 

Benzo (a) antraceno 6.145,00 31.328,00 19.700,00 7.427,00 

Criseno - 2.148,00 1.144,00 1.102,00 

(-) = compostos não detectados 
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4.1.4 Parâmetros Hematológicos 

 

Os valores de hematócrito (Ht) (figura 2), diminuíram significativamente no grupo 

exposto à diluição de 1:100 quando comparado aos demais grupos. Não foram observadas 

diferenças para os peixes expostos às diluições de 1:1000 e 1:10000 em relação ao controle. 

No entanto, para concentração de hemoglobina e para RBC ocorreram reduções em todos os 

grupos expostos ao chorume em comparação ao controle. Ainda, os menores valores de 

hemoglobina e RBC foram obtidos para o grupo T2, seguido de T3 e de T4.  

As constantes corpusculares, volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina 

corpuscular média (HCM) e concentração de hemoglobina corpuscular média (CHCM), estão 

apresentados na figura 3, respectivamente. Apesar dos valores de VCM terem variado nos 

diferentes tratamentos em relação ao controle, os tratamentos T2 e T4 não demostraram 

diferença significativa entre si. Houve uma redução significativa nos valores de HCM no 

grupo exposto à diluição de 1:100 quando comparado aos demais grupos. Não foram 

observadas diferenças para os peixes expostos às diluições de 1:1000 e 1:10000 em relação ao 

controle. No entanto, para CHCM ocorreram reduções em todos os grupos expostos ao 

chorume em comparação ao controle. Ainda, os menores valores de HCM e CHCM foram 

obtidos para os grupos do T1, seguindo do T2 e T3. 

Os valores de concentração de glicose sanguínea (figura 4) revelam um aumento 

significativo da concentração deste metabólito nos indivíduos expostos às diferentes 

concentrações de chorume em relação ao grupo controle, porém não ocorreu variação entre os 

grupos expostos ao chorume. 
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Figura 2 Hematócrito (Ht) (A), Concentração de hemoglobina ([Hb]) (B) e Número de 
eritrócitos circulantes (RBC) (C) de exemplares de C. macropomum do grupo controle e dos 
grupos expostos às concentrações subletais de chorume, no período de 96 horas. Letras 
diferentes tratamentos (p<0,05) 
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Figura 3 Valores de Volume Corpuscular Médio (A), Hemoglobina Corpuscular Média 
(B) e Concentração de Hemoglobina Corpuscular Média (C) em exemplares de C. 
macropomum do grupo controle e dos grupos expostos às diferentes concentrações de 
chorume, no período de 96 horas. Letras diferentes sobre as barras indicam diferença 
estatística significativa entre os diferentes tratamentos (p<0,05). 
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Figura 4 Níveis de glicose sanguínea de exemplares de C. macropomum do grupo controle e 
dos grupos expostos às concentrações subletais de chorume por 96 horas. Letras diferentes 
sobre as barras indicam diferença estatística significativa entre os diferentes tratamentos 
(p<0,05) 
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4.1.5 Parâmetros Iônicos 

 

As concentrações plasmáticas dos íons Na+, K+
 

e Cl-
 

dos exemplares de C. 

macropomum do grupo controle e dos grupos expostos às diferentes concentrações de 

chorume estão apresentados na figura 5. A concentração de Na+ plasmático dos espécimes de 

C. macropomum expostos às três diferentes concentrações de chorume aumentaram em 

relação ao grupo controle, figura 5a. Também foram observados aumentos nos níveis de K+ 

plasmático em relação ao controle; entretanto, não houve variação entre os grupos expostos ao 

contaminante, figura 5b. A concentração plasmática de Cl- dos espécimes de C. macropomum 

expostos às diferentes concentrações de chorume aumentou em relação ao grupo controle; 

contudo, não houve diferença significativa entre os tratamentos T3 e T4, figura 5c. 

  



51 
 

 
Figura 5 Níveis plasmáticos de (A) Sódio (Na+), (B) Potássio (K+) e (C) Cloreto (Cl-) de 
exemplares de C. macropomum do grupo controle e dos grupos expostos às diferentes 
concentrações de chorume, no período de 96 horas. Letras diferentes sobre as barras indicam 
diferença estatística significativa entre os diferentes tratamentos (p<0,05). 
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4.1.6 Parâmetros Enzimáticos  

 

A avaliação das concentrações das enzimas alanina aminotransferase-ALT, aspartato 

aminotransferase-AST, fosfatase alcalina-FA foi empregada para inferir os efeitos tóxicos 

causados pela exposição ao chorume, sobre o fígado de exemplares de C. macropomum. A 

avaliação da Che foi utilizada para inferir possíveis distúrbios neuromusculares ocasionados 

pela exposição ao chorume. Os resultados obtidos para as concentrações das enzimas ALT, 

AST, FA e Che estão mostrados na figura 6a, 6b, 6c e 7, respectivamente. Foram observadas 

diferenças entre todos os tratamentos quando comparados entre si e em relação ao controle. 

Ainda, exibiram um padrão dose-dependente, onde os maiores níveis enzimáticos foram 

obtidos para o grupo T2 seguido do T3 e do T4.  
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Figura 6 Concentração de Alanina Aminotransferase-ALT (A); Aspartato Aminotransferase-
AST (B) e Fosfatase Alcalina-FA (C) em exemplares de C. macropomum do grupo controle e 
dos grupos expostos às diferentes concentrações de chorume, no período de 96 horas. Letras 
diferentes sobre as barras indicam diferença estatística significativa entre os diferentes 
tratamentos (p<0,05). 
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Figura 7 Concentração de Acetil Colinesterase-Che em exemplares de C. macropomum do 
grupo controle e dos grupos expostos às diferentes concentrações de chorume, no período de 
96 horas. Letras diferentes sobre as barras indicam diferença estatística significativa entre os 
diferentes tratamentos (p<0,05). 
  

4.1.7 Parâmetros Genotóxicos  

 

4.1.7.1 Ensaio do Cometa 

 

Foram observadas todas as classes de danos nos exemplares de tambaqui expostos ao 

chorume (figura 8), assim como o aumento (p<0,05) no índice de danos de DNA do sangue 

periférico (teste do cometa) para todos os grupos expostos (figura 9). Os aumentos observados 

no índice de danos de DNA corresponderam ao aumento na concentração de chorume, 

demostrando um efeito dose-dependente.  
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Figura 8 Classe de danos de DNA (teste do cometa) observados em juvenis de tambaqui (C. 
macropomum) expostos ao chorume. Classe 0 (sem danos) (A), classe 1 (B), classe 2 (C), 
classe 3 (D) e classe 4 (dano máximo) (E). Escala 50μm 
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Figura 9 Índices de danos de DNA, obtidos a partir do teste do cometa, em exemplares de C. 
macropomum do grupo controle e dos grupos expostos às diferentes concentrações de 
chorume por 96 horas. Letras diferentes sobre as barras indicam diferença estatística 
significativa entre os diferentes tratamentos (p<0,05). 
 

4.1.7.2 Anormalidades Nucleares Eritrocíticas (ANE) 

 

Todas as anormalidades nucleares eritrocíticas descritas por Carrasco et al. (1990) 

foram observadas nos juvenis de tambaqui, conforme ilustrado na figura 10, no grupo controle 

e nos grupos expostos à concentração subletal de chorume por 96 horas. O percentual das 

ANE aumentou (p=0,05) somente no grupo exposto ao tratamento T2 e T3 em relação ao 

controle e quanto ao tratamento T4 não houve diferença estatística quando comparado ao 

controle, conforme visto na figura 11.  
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Figura 10 Anormalidades nucleares eritrocíticas (ANE) de exemplares de C. macropomum 
do grupo controle e dos grupos expostos às concentrações subletais de chorume, no período 
de 96 horas. Núcleo lobado (A), núcleo segmentado (B), núcleo em forma de rim (C), 
micronúcleo (D), e célula normal (E). Escala 20μm. 
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E 
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Figura 11 Anormalidades nucleares eritrocíticas (ANE) em exemplares de C. macropomum 
do grupo controle e dos grupos expostos às diferentes concentrações de chorume, no período 
de 96 horas. Letras diferentes sobre as barras indicam diferença estatística significativa entre 
os diferentes tratamentos (p<0,05). 
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4.2 PROTOCOLO EXPERIMENTAL II: EXPOSIÇÃO IN SITU NO LAGO DO 

MACURANY 

 

4.2.1 Sobrevivência dos animais  

 

A exposição in situ no Lago do Macurany apresentou-se subletal para os exemplares 

de C. macropomum expostos no ponto a montante da lixeira, com 100% de sobrevivência. 

Porém, no ponto a jusante da lixeira houve 50% de mortalidade dos exemplares testados, após 

24 h. Da mesma forma ao observado nos experimentos laboratoriais, os exemplares de C. 

macropomum expostos a jusante da lixeira apresentaram leve produção de muco, expansão do 

lábio inferior e nadavam na coluna superficial da água.  

 

4.2.2 Parâmetros físico-químicos da água 

 

A tabela 4 apresenta os parâmetros físico-químicos da água observados nos pontos 

amostrais. Os valores encontrados demonstram variação significativa nas concentrações de 

oxigênio do ponto a jusante, quando comparado ao ponto a montante, bem como para o 

parâmetro condutividade, no tempo 24 e 48h de exposição. Entretanto os demais parâmetros 

apresentaram valores satisfatórios de modo que não influenciaram na indução aos 

biomarcadores avaliados.  

Verificou-se a presença de HPAs e metais de transição na água do Lago do Macurany, 

tanto no ponto a montante da lixeira como no ponto a jusante, mostrados na tabela 5 e 6, 

respectivamente, sendo que todos os compostos analisados foram detectados em maior 

proporção no ponto a jusante da lixeira. . 

Os resultados das análises dos compostos orgânicos mostram a presença de onze 

HPAs, sendo que dois deles, acenaftileno e o fluoreno, só foram identificados na água do lago 

no ponto a jusante da lixeira. O HPA detectado em maior proporção foi o naftaleno seguido 

do fenantreno e fluoreno no ponto a jusante.  

Dos metais de transição analisados tanto no ponto a jusante quanto no ponto a 

montante do Lago do Macurany somente os valores para cádmio estão acima dos valores 

permissíveis pela resolução do CONAMA 357-05 para águas de classe 3. A água do Lago do 

Macurany é classificada nessa classe 3, isto é, água que se destina a pesca amadora, recreação, 

abastecimento para consumo humano após tratamento, entre outras atividades.  
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Tabela 4 Parâmetros físico-químicos da água do Lago do Macurany nos pontos amostrais a 
montante e a jusante da lixeira pública de Parintins. 

Pontos amostrais Oxigênio 

(mg/L) 

Temperatura 

(°C) 

pH Condutividade 

(mv) 

Montante 24h 3,7±0,1 30,0±0,1 6,3±0,4 28,4±1,3 

Jusante 24h 1,6±0,2* 31,7±0,1 6,5±0,5 40,3±1,2* 

Montante 48h 3,7±0,1 31,2±0,4 6,3±0,6 28,2±1,4 

Jusante 48h 0,9±0,1* 31,0±0,0 6,4±0,1 41,7±1,8* 

*= Indica diferença estatística significativa em relação ao local de amostragem (p<0,05). 
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Tabela 5 Valores de Hidrocarbonetos Aromáticos Policíclicos (HPAs), em área sob pico 
cromatográfico, da água do Lago do Macurany nos pontos amostrais à montante e à jusante da 
lixeira pública de Parintins. 

Composto Montante Jusante 

Naftaleno 175.954,00 260.630,50 

2- Metil naftaleno 7.831,00 33.031,00 

1-Metilnaftaleno 3.807,66 9.777,50 

Acenaftileno - 3.806,00 

Fluoreno - 1.017,00 

Fenantreno 4.649,00 213.354,00 

Pireno 4.649,00 34.725,25 

Benzo (a) antraceno 1.901,00 9.603,75 

Criseno 2.003,00 1.329,00 

Antraceno 592,50 87.222,00 

Fluoranteno 2.017,50 31.194,50 

 (-) = compostos não detectados 
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Tabela 6 Concentrações dos metais cobre, cádmio e chumbo presentes na água do Lago do 
Macurany nos pontos amostrais à montante e à jusante da lixeira pública de Parintins. 

Metais de 

transição 

Montante 

(mg/l) 

Jusante 

(mg/l) 

CONAMA 

(mg/l) 

Cádmio 0,06 0,08 0,01 

Cobre 0,002 0,009 0,013 

Chumbo 0,008 0,009 0,033 
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4.2.3 Parâmetros Hematológicos 

 

Os valores de hematócrito diminuíram nos grupos incubados a jusante da lixeira, no 

período de 24 e 48h de exposição, em relação ao controle, conforme figura12a. Por sua vez, a 

concentração de hemoglobina no tempo 24h foi mais elevada que o de 48h, tanto para o grupo 

à montante quanto à jusante; porém, não houve diferença significativa entre montante e 

jusante, figura 12b. O número de eritrócitos circulantes também aumentou no grupo incubado 

a jusante, em relação ao incubado a montante da lixeira no período de 48h; porém, não houve 

diferença significativa no período de 24h, figura 12c. 

As constantes corpusculares, volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina 

corpuscular média (HCM) e concentração de hemoglobina corpuscular média (CHCM), estão 

apresentados na figura 13a,b,c, respectivamente. Os valores de VCM no grupo incubado à 

jusante diminuíram em relação ao incubado à montante. Não foram observadas variações 

significativos para o HCM e CHCM.  

A concentração de glicose sanguínea, figura 14, aumentou significativamente nos 

indivíduos incubados no lago Macurany à jusante em relação aos incubados a montante da 

lixeira. 
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Figura 12 Hematócrito (Ht) (A), Concentração de hemoglobina ([Hb]) (B) e Número de 
eritrócitos circulantes (RBC) (C) de exemplares de C. macropomum dos grupos expostos 
a montante e a jusante no Lago do Macurany, no período de 24 e 48 horas. * Indica 
diferença estatística significativa em relação ao ponto a montante da lixeira (p<0,05). 
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Figura 13 Valores de Volume Corpuscular Médio (A), Hemoglobina Corpuscular Média 
(B) e Concentração de Hemoglobina Corpuscular Média (C) em exemplares de 
C.macropomum dos grupos expostos a montante e jusante no Lago do Macurany, no 
período de 24 e 48 horas. * Indica diferença estatística significativa em relação ao ponto a 
montante da lixeira (p<0,05). 
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Figura 14 Níveis de glicose sanguínea de exemplares de C. macropomum dos grupos 
expostos a montante e a jusante no Lago do Macurany, no período de 24 e 48 horas. * Indica 
diferença estatística significativa em relação ao ponto a montante da lixeira (p<0,05). 
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4.2.4 Parâmetros iônicos 

 

A concentração de Na+, K+ e Cl-
 

no plasma dos espécimes de C. macropomum do 

grupo incubado à jusante da lixeira, no lago do Macurany, aumentou significativamente em 

relação ao grupo incubado à montante do referido lago, representados na figura 15a, b, c, 

respectivamente. 
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Figura 15 Níveis plasmáticos de sódio Na+ (A); Potássio K+ (B) e cloreto Cl- (C) 
em exemplares de C. macropomum dos grupos expostos à montante e à jusante no 
Lago do Macurany, no período de 24 e 48 horas. * Indica diferença estatística 
significativa em relação ao ponto á montante da lixeira (p<0,05). 
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4.2.5 Parâmetros enzimáticos 

Os níveis de ALT, AST, FA e Che no plasma de espécimes de C. macropomum do 

grupo incubado à jusante da lixeira aumentaram significativamente em relação ao incubado à 

montante da lixeira no lago do Macurany, mostrados na figura 16a,b,c e 17, respectivamente. 
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Figura 16 Concentração de Alanina Aminotransferase-ALT (A); Aspartato 
Aminotransferase-AST (B) e Fosfatase Alcalina-FA (C) em exemplares de C. 
macropomum dos grupos expostos à montante e à jusante no Lago do Macurany, no 
período de 24 e 48 horas. * Indica diferença estatística significativa em relação ao ponto 
à montante da lixeira (p<0,05). 
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Figura 17 Concentração de Acetil Colinesterase-Che em exemplares de C. 
macropomum dos grupos expostos a montante e a jusante no Lago do Macurany, no 
período de 24 e 48 horas. * Indica diferença estatística significativa em relação ao 
ponto à montante da lixeira (p<0,05). 
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4.2.6 Parâmetros genotóxicos 

 

4.2.6.1 Ensaio do Cometa 

 

Foram observadas todas as classes de danos nos exemplares de tambaqui expostos ao 

chorume, assim como o aumento (p<0,05) no índice de danos de DNA do sangue periférico 

(teste do cometa) para todos os grupos incubados no Lago do Macurany, a jusante da lixeira, 

figura19. 

 

 
Figura 18 Índices de danos de DNA, obtidos a partir do teste de cometa, em células do 
sangue periférico de exemplares de C. macropomum dos grupos expostos à montante e à 
jusante no Lago do Macurany, no período de 24 e 48 horas. * Indica diferença estatística 
significativa em relação ao ponto a montante da lixeira (p<0,05). 
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4.2.6.2 Anormalidades Nucleares Eritrocíticas (ANE) 

 

Houve aumento significativo nas frequências de ANE em espécimes de C. 

macropomum somente no grupo incubado à jusante da lixeira no período de 48h em relação 

ao incubado à montante pelo mesmo período (figura 18). 

 
Figura 19 Anormalidades nucleares eritrocíticas (ANE) em células do sangue periférico de 
exemplares de C. macropomum dos grupos expostos à montante e à jusante no Lago do 
Macurany, no período de 24 e 48 horas. * Indica diferença estatística significativa em relação 
ao ponto a montante da lixeira (p<0,05). 
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5 DISCUSSÃO 

5.1. CARACTERÍSTICAS FÍSICO-QUÍMICAS DO CHORUME UTILIZADO NA 

EXPOSIÇÃO LABORATORIAL E DA EXPOSIÇÃO IN SITU NO LAGO DO 

MACURANY 

 

O chorume é um efluente variável entre as áreas de despejo e ao longo do tempo e 

espaço em uma mesma área. Vários fatores influenciam sua composição, destacando-se: 

quantidade e tipos de resíduos; o clima local, a estação do ano e o estágio de decomposição 

dos resíduos (CHU et al., 1994). Por exemplo, o chorume do lixo disposto recentemente 

possui diferenciação daquele oriundo do lixo que já se encontra há mais tempo depositado. 

Esta observação pode ser notada de um modo geral, por exemplo, através do pH  que a 

princípio tende a ser ácido, passando para a faixa alcalina em chorume de lixo depositado há 

mais tempo  e da DBO (Demanda Bioquímica de Oxigênio) e DQO (Demanda Química de 

Oxigênio) que, inicialmente altas, tendem a decrescer com o passar do tempo (PHILIPS et al., 

1994).  

O chorume aqui utilizado nos experimentos laboratoriais apresentou um pH neutro 

(7,26) com tendência a alcalino. Os níveis de oxigênio nos aquários experimentais demostram 

variações de acordo com a concentração de chorume utilizada; ou seja, quanto maior a 

concentração de chorume, menor foi a concentração de oxigênio. Tais fatores sugerem ser o 

chorume coletado na Lixeira Pública de Parintins relativamente novo, com presença, 

provavelmente, de bactérias aeróbicas, características essas, representativas do primeiro mês 

de deposição e recobrimento dos resíduos. A ação de decomposição é realizada pelas 

bactérias aeróbias que utilizam o oxigênio presente, sendo mais intensa no início e à medida 

que o oxigênio vai ficando escasso, a decomposição torna-se mais lenta. No entanto, a análise 

microbiológica do chorume não foi realizada nesse trabalho, o que seria recomendável em 

trabalhos futuros. Observou-se, também, um aumento na condutividade das águas 

experimentais. Um aumento da concentração de sais, como o provocado pela presença do 

chorume, pode causar, associado a outros fatores, desequilíbrio iônico. 

Na exposição in situ no Lago do Macurany também levou-se em consideração as 

variações nos parâmetros físico-químicos dos locais avaliados, os quais, de acordo com 

CAMARGO e MARTINEZ, (2006; 2007); PANDEY et al., (2001); POMPEU et al., (2005); 

SOFIA et al., (2006), são essenciais na avaliação da qualidade da água. A determinação 

desses parâmetros juntamente com as alterações manifestadas pelos organismos diante da 

exposição à contaminação é fundamental para caracterização dos impactos da contaminação 
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sobre a biota de um local (MAGALHAES e FERRÃO FILHO, 2000; VAN DER OOST et al., 

2003).  

No presente trabalho, os dados obtidos através dos parâmetros físico-químicos 

indicam que a qualidade da água do Lago do Macurany vai sendo reduzida conforme a 

aproximação de regiões mais urbanizadas, como esperado. Mais especificamente, e, 

principalmente, a região a jusante da Lixeira Pública de Parintins foi à área que apresentou 

pior qualidade nas suas águas. As análises físico-químicas realizadas na água do Lago do 

Macurany mostraram níveis de oxigênio muito baixos, tal fato pode estar associado ao baixo 

nível de água do referido lago, haja visto que o experimento foi realizado no período de seca 

dos rios. Além disso, a contaminação é um importante fator que ocasiona a redução de 

oxigênio dissolvido. 

O Lago do Macurany apresenta pontos que recebem efluentes de diversas fontes de 

atividade antrópica, desde tráfego de embarcações a descarga de esgoto. A contaminação 

encontrada nesse lago é caracterizada, deste modo, por uma mistura complexa de 

contaminantes. A alta condutividade detectada nesta área é um claro indicador de baixa 

qualidade da água (CAMARGO e MARTINEZ, 2006, 2007). 

A condutividade do Lago do Macurany, ponto a jusante, é mais alta do que no ponto a 

montante, como esperado já que representa a área com maior influência humana, maior 

material particulado. Adicionalmente, é importante ressaltar que o regime dos corpos de água 

esta intimamente relacionado às influencias sazonais, que afetam, por exemplo, a deposição 

de matéria orgânica e elementos químicos nos sedimentos, fluxos de matéria orgânica, e 

níveis de oxigênio dissolvido. Além disso, no ambiente aquático, os poluentes sofrem 

diferentes transformações, como diluição, ou concentração, fotodegradação, resultando em 

interações de antagonismo e sinergismo (MAGALHAES e FERRAO FILHO, 2000; 

POMPEU et al., 2005) 

 

5.1.1 Compostos orgânicos e inorgânicos detectados nas águas experimentais 

 

Os resultados encontrados para o chorume da Lixeira Pública de Parintins e para a 

água do Lago do Macurany, à montante e à jusante, mostraram a presença de compostos 

orgânicos e inorgânicos na amostra utilizada para a exposição laboratorial e in situ dos juvenis 

de tambaqui. Deve-se ressaltar que a concentração de uma espécie química, em particular 

encontrada no chorume, vai depender principalmente da composição e do estágio de 
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decomposição do lixo, da solubilidade daquela espécie química e do pH da amostra (PHILIPS 

et al., 1994). 

Quanto aos compostos orgânicos, foram identificados cinco, para a amostra 

laboratorial, e nove para a água do Lago do Macurany, dos dezesseis HPAs considerados pela 

Agência de Proteção Ambiental dos Estados Unidos (EPA) como os mais importantes no 

monitoramento ambiental de poluentes orgânicos prioritários. Na amostra utilizada para a 

exposição laboratorial dos juvenis de tambaqui foram identificados, naftaleno, fenantreno, 

pireno, benzo (a) antraceno, e criseno, que representam um risco ao ambiente, uma vez que 

são compostos com potencial carcinogênico. Adicionalmente alguns HPAs (naftaleno, 

fenantreno e benzo (a) antraceno) foram detectados na água do poço da UEA, porém, em 

menor proporção que os detectados no chorume. A presença desses compostos na água do 

poço da UEA pode ser advindo de outras fontes de contaminação ou mesmo do chorume, por 

percolação, uma vez que o poço da UEA está localizado especificamente a 100m da lixeira. 

No Lago do Macurany, ponto a jusante, foram identificados o naftaleno, acenaftileno, 

fluoreno, fenantreno, pireno, benzo (a) antraceno, criseno, antraceno e fluoranteno. No ponto 

a montante também foram identificados à presença dos mesmos compostos, com exceção 

apenas do acenaftileno e fluoreno. Os HPAs detectados no chorume também foram 

identificados nas águas do referido lago em estudo. Tal fato sugere que o Lago do Macurany 

pode estar recebendo influência do chorume advindo da lixeira, mas que existem outras fontes 

de contaminação para o referido lago, como por exemplo, o próprio tráfego de embarcações 

que usam como combustível derivados de petróleo, que contém HPAs. Outro fator relevante, 

que corrobora a presença de tais compostos, dá-se pela habitação de comunidades no entorno 

do lago. Além dos HPAs sugeridos pela EPA, foram detectados 2-metilnaftaleno e 1-

metilnaftaleno. Vale ressaltar que os níveis de HPAs apresentam-se maiores no ponto à 

jusante da lixeira em relação ao ponto à montante. 

De um modo geral, analisando o perfil de cada HPA observa-se que a área à jusante da 

lixeira no Lago do Macurany é mais impactada e que região à montante recebe menos 

influencia antrópica, pois de acordo com (CAMARGO e MARTINEZ, 2006; 2007), os 

ambientes aquáticos próximos a centros urbanos recebem descargas de efluentes resultantes 

de diversas atividades humanas, as quais são caracterizadas por uma mistura complexa de 

contaminantes.  

As propriedades físico-químicas dos HPAs estão relacionadas com a massa molecular, 

sendo divididos em HPAs de baixo peso molecular (2 a 3 anéis benzênicos) e alto peso 

molecular (4 a 7 anéis benzênicos). Os HPAs de baixo peso molecular apresentam toxicidade 



77 
 

aguda significativa para os organismos aquáticos enquanto os de alto peso molecular podem 

ser carcinogênicos e estão amplamente distribuídos no meio ambiente (NEWMAN e UNGER, 

2003). 

Os HPAs detectados tanto no chorume quanto no Lago do Macurany são em sua 

maioria de baixo peso molecular, porém há também a presença de HPAs de alto peso 

molecular, fato preocupante, pois os mesmos apresentam propriedades carcinogênicas e 

mutagênicas. Além disso, os HPAs são sólidos à temperatura ambiente, têm alto ponto de 

fusão e ebulição e baixa solubilidade em água, mas com o aumento da massa molecular a 

solubilidade diminui, os pontos de fusão e ebulição aumentam e a pressão de vapor diminui. 

Consequentemente, estes compostos variam bastante de comportamento, tanto em relação à 

sua distribuição no ambiente aquático quanto em relação aos seus efeitos nos sistemas 

biológicos (LIMA, 2001). Por exemplo, os peixes são capazes de metabolizar hidrocarbonetos 

e só o acumulam em áreas muito poluídas. Já os organismos invertebrados têm metabolismo 

mais lento acumulando maiores quantidades de HPAs (MEADOR et al., 1995). A maioria dos 

HPAs que entra nos sistemas aquáticos permanece relativamente próxima às suas fontes, 

decrescendo aproximadamente de forma logarítmica, com a distância da origem. Assim, a 

grande maioria dos HPAs encontrados está localizada em rios, estuários e águas costeiras 

(LIMA, 2001). 

Quanto aos compostos inorgânicos foram detectados cádmio, cobre e chumbo, nas 

amostras de chorume, em concentrações relativamente baixas para um efluente, porém, os três 

metais detectados estão acima dos limites máximos de lançamentos de efluentes dispostos na 

resolução do CONAMA 357/05. De acordo com Renou et al. (2008) o chorume relativamente 

novo possui concentrações baixas ou médias de metais de transição. Baixas concentrações de 

metais de transição são descritos na literatura como característica de chorume disposto 

recentemente (RENOU et al., 2008; KJELDSEN e CHRISTOPHERSEN, 2001). De acordo 

Christensen et al. (2001), os hidrocarbonetos aromáticos são mais frequentes que metais de 

transição em amostras de chorume (CHRISTENSEN et al., 2001). 

As atividades antropogênicas resultam na liberação de uma série de contaminantes no 

ambiente, os quais acabam chegando aos corpos d’água e acabam por interferir na qualidade 

destes ecossistemas e o crescimento acelerado de Parintins vem comprometendo seriamente a 

qualidade ambiental do Lago do Macurany. Esta área sofre constantes agressões provocadas 

pela atividade humana, há sinais de degradação como assoreamento, contaminação de suas 

águas por agentes químicos e por organismos patogênicos, entre outros (CPRM, 2005). Além 

do agravante do chorume da Lixeira Pública de Parintins, recentemente houve um 
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derramamento de óleo combustível no referido lago, procedente da Usina Termoelétrica 

Parintins, que estaria causando dores de cabeça e vômitos na população local pela inalação 

dos odores tóxicos além da mortandade de peixes e pássaros (IBAMA, 2011). Na análise de 

metais de transição no Lago do Macurany também detectou-se a presença do cádmio, cobre e 

chumbo tanto no ponto à jusante quanto no ponto à montante, porém, apesar de todos os 

indícios de contaminação, dos três metais analisados somente o cádmio está acima dos valores 

permissíveis pela resolução do CONAMA 357-05. 

 

5.1.2 Exposição à concentração subletal de chorume em laboratório e exposição in situ 

no Lago do Macurany 

 

Apesar de conter inúmeras substâncias tóxicas em sua composição, o chorume 

comumente é despejado em ecossistemas aquáticos. No meio aquático, essas substâncias 

químicas dissolvidas ou em suspensão na água podem atingir os organismos vivos, peixes, 

por exemplo, através da pele e brânquias, acarretando manifestações imediatas no 

comportamento dos indivíduos, seguido de ajustes bioquímicos e fisiológicos na tentativa de 

neutralizar os distúrbios decorrentes (HOCHACHKA e SOMERO, 1984; HEATH, 1995). 

Foi observada a produção de muco nas brânquias dos exemplares de C. macropomum 

expostos a concentrações subletais de chorume. Tal fato foi observado, também, nos 

exemplares expostos in situ à jusante da lixeira e se justifica pelo estresse causado pelos 

compostos encontrados no chorume como os metais de transição e os hidrocarbonetos 

aromáticos policíclicos. Estudos realizados com exemplares de C. macropomum expostos a 

metais de transição confirmam tais manifestações (MENEZES, 2005; OLIVEIRA, 2003). A 

hiperprodução de muco nas brânquias foi também observada em outras espécies de peixes 

como, por exemplo, em indivíduos de Carassius auratus expostos ao chumbo, em carpas 

Cyprinus carpio expostos ao cobre (TAO et al., 2000ab) e em exemplares de tilápia do Nilo 

(Oreochromis niloticus) expostos a poluentes com grande quantidade de metais pesados 

(LICHTENFELS et al., 1996). 

A exposição aguda a metais ocasiona a hipersecreção de muco nas brânquias, que 

serve como um importante meio de proteção contra a absorção dos metais (MCDONALD e 

WOOD, 1993) por meio da quelação e inibição de difusão (HEATH, 1995). Entretanto, tal 

fator que serve para reduzir o efeito tóxico do contaminante, acaba sendo prejudicial para o 

peixe, pois pode dificultar as trocas gasosas, levando o indivíduo a hipóxia (LICHTENFELS 
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et al., 1996) e, também, por resultar em distúrbios na osmoregulação e na regulação iônica 

(HEALTH, 1995). 

Os HPAs e seus derivados possuem caráter lipofílico, podendo ser absorvidos pelas 

brânquias, por ingestão e absorção, sendo rapidamente absorvidos pelo organismo (MEIRE et 

al., 2007. A hipersecreção de muco nas brânquias dos exemplares de C. macropomum foi 

ocasionada, provavelmente, devido o efeito sinérgico dos compostos oriundos do chorume. 

O chorume apresentou-se altamente tóxico para dois dos exemplares expostos a 

diluição de 1:100 causando a morte dos mesmos nas primeiras 24h de exposição; tal fato 

deve-se, provavelmente, a baixa concentração de oxigênio e a grande quantidade de matéria 

orgânica na água experimental associadas à baixa resistência desses exemplares. Foi 

observado também mortalidade para a exposição in situ no Lago do Macurany, à jusante da 

lixeira, devido, principalmente, à baixa oxigenação da água, além dos contaminantes 

presentes no Lago do Macurany. 

A caracterização de contaminantes industriais tem sido realizada, sobretudo, por meio 

de análises físico-químicas, sendo que as concentrações máximas são estabelecidas na 

legislação vigente, por padrões numéricos de emissão. No entanto, a diversidade e a 

complexidade das substâncias num mesmo efluente líquido, por exemplo o chorume, tornam 

inviável a sua completa caracterização, não só do ponto de vista analítico, como econômico. 

Enquanto a análise química identifica e quantifica isoladamente as substâncias em um 

efluente industrial, a avaliação de bioindicadores e biomarcadores avaliam a reação de 

organismos vivos a uma situação global (VAN DER OOST et al., 2003).   

Vários estudos têm avaliado o potencial tóxico sobre os ambientes aquáticos sob a 

influência de contaminação por atividades industriais, urbanas e rurais usando uma variedade 

de métodos analíticos, bioensaios e biomarcadores, tanto in vitro como in vivo (AYLLON e 

GARCIA-VASQUEZ, 2000; ERDTMANN, 2000; LEMOS  et al., 2008; LEMOS et al., 2007; 

PACHECO e SANTOS, 2002). Avaliar o impacto dessa contaminação sobre a biota local é de 

extrema importância para caracterizar melhor os seus efeitos reais, resultantes da interação 

entre esses poluentes. A análise se torna mais complexa, mas proporciona inúmeras vantagens 

em relação a simples quantificação de variáveis abióticas da água (VAN DER OOST et al., 

2003; WENDELAAR BONGA, 1997). Deste modo, estudar o comportamento e a biologia de 

uma determinada espécie de peixe frente às variações ambientais naturais ou decorrentes da 

ação antrópica é fundamental para a conservação tanto do ambiente quanto das espécies. 

Estas observações, aliadas a avaliação da qualidade da água e do uso de gaiolas para a 

submissão de organismos às reais condições do ambiente, são essenciais para determinação 
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dos efeitos da contaminação gerada por efluentes urbanos e industriais (CAMARGO e 

MARTINEZ, 2006; 2007; MAGALHAES e FERRAO-FILHO, 2000; PACHECO e 

SANTOS, 2001ab; VAN DER OOST et al., 2003; WINKALER et al., 2001). 

O Lago do Macurany é um dos principais lagos que circundam a Ilha de Parintins, 

sendo de vital importância a sua preservação, uma vez que banha a sede municipal e está mais 

suscetível a depredação e poluição, por diversos fatores inclusive pela descarga de chorume 

(AZEVEDO FILHO e LIMA, 2009). Nesse contexto, utilizou-se a espécie C. macropomum 

como espécie indicadora de contaminação da Lixeira Pública de Parintins-Am, em exposição 

em laboratório à concentrações subletais de chorume e em exposição in situ no Lago do 

Macurany. Diversas alterações fisiológicas foram observadas nesta espécie como resposta ao 

efeito da exposição ao chorume e a contaminação do Lago do Macurany, como apresentado 

anteriormente. 

 

5.1.3 Parâmetros Respiratórios 

 

A exposição de peixes a condições estressantes resulta numa série de ajustes por meio 

de mecanismos homeostáticos (VAL, 1995) e este estresse pode ocasionar alterações nos 

valores de parâmetros hematológicos. Os componentes hematológicos são biomarcadores 

promissores em peixes, porque além de não ser necessário o uso de técnicas destrutivas, 

fornecem uma indicação da fisiologia geral e do estado de saúde dos organismos (BEYER et 

al., 1996), uma vez que o sangue reflete os processos vitais dos animais em função das 

variações internas ou ambientais (NUSSEY et al., 1995; PEREZ e GONZALES, 1978). 

As análises dos parâmetros hematológicos representam um dos primeiros passos para 

se reconhecer e medir respostas subletais, podendo, assim, contribuir para o entendimento do 

impacto da presença de compostos químicos sobre as espécies e, consequentemente, 

estabelecer relações de causa-efeito, o que possibilita dirigir ações adequadas (LUEBKE et 

al., 1997) antes que os danos atinjam os níveis de maior relevância ecológica. Esses métodos 

têm sido usados para avaliar a saúde dos peixes nos laboratórios de pesquisa (HEATH, 1995). 

Dadas essas informações, foram observadas diversas alterações nos parâmetros 

sanguíneos dos exemplares de C. macropomum expostos ao chorume em relação ao controle, 

sendo que tais alterações também foram observadas nos exemplares expostos in situ. Ainda de 

acordo com Health (1995), o espessamento do epitélio branquial dificulta as trocas gasosas 

predispondo o indivíduo a hipóxia, consequentemente, os parâmetros sanguíneos são 
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alterados de forma a desenvolver um melhor transporte de oxigênio pelo sangue e sua 

liberação nos tecidos. 

A exposição em laboratório ao chorume, principalmente, ao tratamento T2, provocou 

alterações hematológicas, com diminuições do hematócrito, da concentração de hemoglobina 

e do número de eritrócitos. Enquanto o VCM aumentou, houve diminuição na HCM e na 

CHCM caracterizando, assim, um quadro de anemia nos exemplares de C. macropomum 

intoxicados pelos compostos do chorume, sendo que anemia ocorreu, possivelmente, devido a 

um distúrbio fisiológico no controle desses parâmetros nos animais sob exposição ao 

chorume. Estudos realizados com esta mesma espécie de peixe exposta chumbo e a uma 

mistura de cobre e chumbo mostraram resultados similares (OLIVEIRA, 2003). A exposição 

in situ, tanto a exposição de 24h quanto de 48h provocaram alterações hematológicas, com 

diminuição do hematócrito, aumento na concentração de hemoglobina, aumento no número de 

eritrócitos e diminuição no VCM, na HCM e aumento na CHCM. 

Quanto a diminuição no número de hematócrito na exposição in situ, Rogers et al. 

(2003) também encontraram alterações semelhantes nos valores de hematócrito em 

experimentos realizados com trutas arco-íris (Oncorhynchus mykiss) expostas ao chumbo. 

Casos de redução nos níveis desse parâmetro também foram relacionados com a exposição a 

outros metais, como em exemplares de Carassius auratus gibelio intoxicados por cádmio 

(ZIKIC et al., 2001), e a compostos orgânicos, como fenol e atrazina, em exemplares de 

Dicentrarchus labrax (ROCHE e BOGE, 1996). É possível que a diminuição do hematócrito 

e de outros parâmetros hematológicos seja devido ao rompimento de células sanguíneas, 

associado ao aumento do potássio plasmático. O aumento dos níveis de K+ plasmático 

também ocorreu nos espécimes de C. macropomum deste estudo. Sabe-se que o potássio é um 

íon encontrado em altas concentrações no interior das células e, portanto, quando sua 

concentração plasmática encontra-se elevada, infere-se que tenha ocorrido hemólise 

(SCHIMIDT-NIELSEN, 2002).  

Na exposição in situ ocorreu, também, um aumento no número de eritrócitos circulares 

associado, possivelmente, na tentativa de melhorar a transferência de oxigênio aos tecidos em 

condições de estresse. A redução no tamanho médio dos eritrócitos, que pôde ser observado 

com a redução significativa do volume corpuscular médio (VCM) no grupo exposto a jusante 

da lixeira, facilita, assim, o fluxo celular na corrente sanguínea. Por outro lado, o peso da 

hemoglobina nos eritrócitos, medido pelo índice de hemoglobina corpuscular média (HCM), 

não foi alterado significativamente, fazendo com que a concentração média de hemoglobinas 
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contidas nos eritrócitos (CHCM) diminuísse proporcionalmente nas primeiras 24h de 

exposição, como foi observado entre os indivíduos do grupo à montante da lixeira. 

A exposição ao chorume também ocasionou um aumento significativo nos níveis de 

glicose, porém não houve diferença entre as diluições, ou seja, tanto pequenas como grandes 

concentrações de chorume são capazes de ocasionar a hiperglicemia. De acordo com Santos e 

Pacheco (1996), alterações na concentração de glicose podem ocorrer simplesmente por 

estresse devido às mudanças nas características ambientais. A hiperglicemia é uma resposta 

muito comum a agentes estressores em peixes de água doce e, por isso, tem sido considerada 

um indicador secundário de poluição ambiental (ALKINDI et al., 1996).  

Os indivíduos do grupo à jusante da lixeira apresentaram também um aumento 

significativo da glicose sanguínea, resultados semelhantes ao protocolo I, revelando a 

importância deste metabólito no suprimento energético em condições de baixos níveis de 

oxigênio e de exposição a compostos orgânicos e inorgânicos. O aumento da glicose 

sanguínea sugere a ativação do metabolismo anaeróbico, já que a glicose é o principal 

combustível da glicólise, uma das principais vias energéticas utilizadas na ausência de 

oxigênio. Almeida-Val et al. (1995), sugerem que a maioria das espécies de peixes da 

Amazônia apresenta alteração nos níveis de glicose plasmática quando submetida a algum 

nível de depleção de oxigênio. Adicionalmente, diversos trabalhos com C. macropomum 

expostos a metais de transição apresentaram alterações neste parâmetro (MENEZES, 2005; 

OLIVEIRA, 2003).  

 

5.1.4 Parâmetros Iônicos 

 

A osmoregulação é um mecanismo essencial para a sobrevivência de peixes de água 

doce, uma vez que o ambiente em que vivem proporciona um alto gradiente iônico 

favorecendo as perdas iônicas (RANDALL et al., 2000; SCHMIDT-NIELSEN, 2002). A 

osmoregulação pode, ainda, ser considerada o processo pelo qual a pressão osmótica dos 

fluidos corpóreos e o volume de água em um organismo são mantidos relativamente 

constantes.  

Danos nas funções fisiológicas iniciam-se a partir do contato do animal com a 

contaminação, principalmente através das brânquias (CAMARGO e MARTINEZ, 2007; 

EVANS et al., 2005; FONTAINHAS-FERNANDES et al., 2008; PARVEZ et al., 2006; VAN 

DER OOST et al., 2003; WENDELAAR BONGA, 1997; WINKALER et al., 2001). Como as 
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brânquias correspondem à interface entre o animal e o meio, as mesmas estão envolvidas em 

diversas funções essenciais, como por exemplo, osmoregulação, respiração, dentre outras, 

fazendo com que a exposição a contaminantes leve a desequilíbrios nestas funções. 

A ocorrência de distúrbios osmorregulatórios é causada pela exposição a um ou mais 

fatores de estresse, sejam eles agudos ou crônicos, naturais ou xenobióticos, e podem ser 

elucidadas por estimativas dos eletrólitos do plasma sanguíneo e ou por meio da osmolaridade 

total (HEATH, 1995). No presente estudo foram evidenciadas alterações nas concentrações 

dos íons plasmáticos Na+, K+ e Cl-
 

em espécimes de C. macropomum expostos à concentração 

subletal de chorume por 96h e nos grupos expostos à jusante da lixeira, no Lago do 

Macurany. 

Os níveis de Na+ e Cl- aumentaram significativamente no tratamento T2, T3 e T4 em 

relação ao controle, tratamento T1, porém não houve diferença entre os tratamentos T3 e T4 

demostrando que o chorume, mesmo em menor concentração, é capaz de induzir alterações 

nas trocas iônicas. Foi verificado, também, aumento na concentração de K+
 

plasmático em 

relação ao controle, mas não houve diferença estatística entre os tratamentos (T2, T3 e T4). 

Os espécimes de C. macropomum, quando expostos à jusante da lixeira, apresentaram 

aumento nas concentrações iônicas plasmáticas (Na,+ K,+ e Cl-), em relação aos espécimes 

expostos à montante, tanto com 24 quanto com 48h, presumivelmente, por aumento na 

capacidade de absorção ativa de sais pelas brânquias, tendo em vista que a condutividade da 

água, à jusante da lixeira, apresentou-se elevada. 

O aumento na concentração de K+ pode ser resultado do efluxo de potássio vindo dos 

compartimentos intracelulares (WILSON e TAYLOR, 1993ab). Segundo Health (1995), a 

Na+-K+-ATPase das membranas celulares é responsável pela concentração diferencial de 

potássio entre os fluídos corporais e o citosol. De acordo com este mesmo autor, determinados 

metais de transição podem inibir esta enzima em diversos tecidos do corpo, o que pode causar 

o aumento da concentração de potássio plasmático quando o peixe esta exposto ao agente 

tóxico. A inibição da atividade da Na+-K+-ATPase, por exemplo, foi apontada como uma das 

principais causas dos prejuízos hidroeletrolíticos em exemplares de Oncorhynchus mykiss 

expostos a chumbo (ROGERS et al., 2003); de Channa punctata expostos a efluentes de 

fábricas de papel (PARVEZ et al., 2006) e de Prochilodus scrofa expostos ao cobre 

(CERQUEIRA e FERNANDES, 2002). Estudos com exemplares de C. macropomum 

expostos ao cobre e chumbo (OLIVEIRA, 2003) e ao cobre (MENEZES, 2005) corroboram 

esses resultados. 
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Neste estudo, os aumentos nas concentrações de Cl-
 

podem ocorrer devido à 

diminuição dos parâmetros hematológicos e, consequentemente, à diminuição da 

concentração de O2 
no sangue, como forma de excretar rapidamente o CO2. De acordo com 

Gilmour (1998), o CO2 
é convertido a HCO3ˉ e, consequentemente, ocorre a liberação do Cl- 

para entrada do HCO3
- no eritrócito. 

Adicionalmente, situações de estresse geram aumento na taxa metabólica dos peixes, 

especialmente em estações mais quentes (CAMARGO e MARTINEZ, 2006; 2007; 

CRAFFORD e AVENANT-OLDEWAGE, 2010; WILHELM FILHO et al., 2001). Com taxas 

metabólicas elevadas, aumenta também a sensibilidade do organismo, facilitando a 

incorporação de contaminantes, por exemplo, por aumento na permeabilidade branquial 

(CAMARGO e MARTINEZ, 2006; CERQUEIRA e FERNANDES, 2002; MARTINEZ et al., 

2004; MAGALHAES e FERRAO FILHO, 2000). Além de afetar a permeabilidade branquial, 

xenobióticos podem especificamente competir e inibir mecanismos de transporte de sal.  

 

5.1.5 Parâmetros Enzimáticos 

 

O fígado é um dos órgãos mais prejudicados pela exposição à xenobióticos. Isso 

ocorre porque nele são realizadas várias reações bioquímicas, incluindo o metabolismo dos 

metais e HPAs, compostos presentes no chorume. Durante os processos de biotransfromação 

dos xenobióticos é formada uma grande quantidade de radicais epóxi e superóxidos que 

interagem com as estruturas celulares podendo causar danos celulares (HEATH, 1995). O 

metabolismo dos metais e HPAs no fígado pode ocasionar sérias lesões hepáticas e 

histopatológicas como, por exemplo, aumento no volume celular, inflamações locais, necrose 

e degeneração dos hepatócitos, promovendo, assim, disfunções hepáticas (HEATH, 1995; 

MAZON, 1997; PACHECO e SANTOS, 2002). A ocorrência de áreas de necroses é umas das 

lesões hepáticas mais evidentes e este tipo de lesão tem sido registrada em peixes de áreas 

impactadas por múltiplos contaminantes (MARTY et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2005; 

PACHECO e SANTOS, 2002; SCHMALZ et al., 2002; STEHR et al., 2003; STENTIFORD 

et al., 2003; SIMPSON et al., 2000). 

Lesões hepáticas podem ser avaliadas indiretamente pela presença de algumas enzimas 

indicadoras de danos hepáticos que são liberadas no plasma pelo fígado danificado, como as 

transaminases e a fosfatase alcalina (CHAMPE e HARVEY, 1996; HEATH, 1995, HINTON 

et al., 2008). Além de danos hepáticos, os xenobiontes podem promover distúrbios em nível 

neuromuscular (HEATH, 1995). A avaliação da atividade da colinesterase (DELLALI et al., 
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2001; QUINTANEIRO et al., 2006; TORTELLI et al., 2006) representa um parâmetro 

bastante utilizado em programas de monitoramento ambiental. A acetilcolinesterase é uma 

enzima responsável pela clivagem do neurotransmissor acetilcolina nas sinapses colinérgicas 

e nas junções musculares. No presente estudo foram avaliadas as enzimas ALT, AST, FA e 

Che. Os espécimes de C. macropomum demostraram-se bastante sensíveis aos compostos 

tóxicos do chorume, apresentando um aumento nas concentrações enzimáticas proporcional às 

diferentes concentrações de chorume utilizadas neste estudo. Os parâmetros enzimáticos 

analisados aumentaram em torno de 50% no tratamento T2, com exceção da AST, o qual 

representa a maior concentração de chorume utilizada, em relação ao controle. Similarmente, 

os espécimes de C. macropomum, do grupo à jusante do Lago do Macurany, demostraram-se 

bastante sensíveis aos compostos tóxicos presentes nas águas do referido lago. Apesar do 

curto tempo de exposição, as alterações foram evidenciadas nas primeiras 24h, apresentando 

um considerável aumento nas concentrações enzimáticas.  

A concentração elevada dessas enzimas deve-se, possivelmente, à presença de metais 

e HPAs nas amostras de chorume, caracterizando assim o efeito sinérgico destes compostos 

tóxicos para C. macropomum. Os resultados do presente trabalho sugerem que o fígado desses 

peixes está passando por um processo de dano e morte celular (JIRAUNGKOORSKUL et al., 

2003) interferindo, assim, nos processos de detoxificação e mobilização energética realizados 

por este órgão. Aumentos nas concentrações das enzimas ALT, AST e FA já foram 

observados para a espécie aqui estudada exposta ao cobre, ao chumbo e a mistura desses 

metais (OLIVEIRA, 2003) e ao petróleo de Urucu fotomodificado (OLIVEIRA, 2010). 

Aumentos na atividade de ALT e AST em peixes expostos ao HPA benzo[a]pireno também já 

foram descritos para Lepomis macrochirus (OIKARI e JIMENEZ, 1992) e para Plattichthys 

flesus (BEYER et al., 1996). 

Quanto a Che, os estudos já realizados mostraram que há a necessidade de altas 

concentrações de HPAs para que ocorram variações significativas. Este fato está relacionado 

com a falta de especificidade dos hidrocarbonetos por essa enzima. Resultados semelhantes 

foram encontrados em peixes expostos agudamente ao cádmio, onde apenas a exposição a 

altas concentrações causou inibição na atividade da Che, enquanto a exposição a 

concentrações subletais não causou mudança de sua atividade (BEAUVAIS et al., 2001). 

Porém, os resultados do presente estudo mostram que mesmo em concentrações 

subletais e agudas, o chorume foi capaz de ocasionar alterações nos níveis de Che em 

exemplares de C. macropomum, assim como a contaminação do Lago do Macurany foi capaz 

de ocasionar alterações de 50% quando comparadas aos grupos expostos à montante da 
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lixeira. Esses resultados corroboram os já observados para a mesma espécie aqui estudada 

exposta a concentração subletal de cobre (OLIVEIRA, 2003). 

As alterações nas atividades enzimáticas correspondem aos sistemas de defesa dos 

organismos contra a ação tóxica dos poluentes, sendo tipicamente considerados como as 

respostas iniciais à exposição aos contaminantes ambientais. Portanto, a medida da resposta 

dos marcadores bioquímicos pode ser utilizada como uma ferramenta extremamente sensível 

de funções celulares alteradas (SCHLENK et al., 2008ab). Fica claro, assim, que os peixes 

respondem à contaminação ambiental alterando e, ou ajustando suas funções metabólicas 

(PACHECO e SANTOS, 2002). 

 

5.1.6 Parâmetros Genotóxicos 

 

Substâncias genotóxicas normalmente causam distúrbios celulares que podem levar a 

modificações na estrutura do DNA, podendo assim causar uma cascata de eventos 

desestruturantes. A detecção e a quantificação desses eventos podem ser usadas como 

biomarcadores de exposição e efeito em organismos ambientalmente expostos a substâncias 

genotóxicas. O ensaio cometa e o teste do micronúcleo são alguns exemplos de parâmetros 

genotóxicos utilizados na toxicologia ambiental (SHUGART, 2000). 

No ensaio cometa é possível distinguir e quantificar células com diferentes taxas de 

dano no DNA e, desta forma, a análise do valor médio para cada grupo é importante para 

entender a magnitude do dano causado pelo xenobionte (VANZELLA et al., 2007). Por meio 

deste ensaio pode-se detectar danos no DNA de forma mais rápida sem a necessidade de que 

as células danificadas passem por divisão celular, podendo ser utilizada em estudos que 

utilizem exposição aguda de organismos aquáticos a xenobióticos como o do presente 

trabalho. 

As alterações na estrutura do DNA, incluindo rupturas e modificações na ordem da 

sequência de bases no DNA, têm sido associadas com a exposição a um grande número de 

contaminantes, incluindo os metais e os HPAs (PADRANGI et al., 1995; STEINERT, 1996; 

STEINERT et al., 1998). As alterações nas cadeias de DNA podem causar mutações críticas e 

levar a uma cascata de eventos subsequentes como, entre outros a morte celular, as disfunções 

na replicação e reparação das fitas ou mesmo a um processo descontrolado de divisões 

celulares o que pode gerar neoplasias nos tecidos (VERNIER, 1996).   

De acordo com Oliveira (2010), estudos realizados com tambaqui expostos ao 

naftaleno, benzo[a]pireno, petróleo e petróleo fotomodificado demonstraram que esses 
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compostos são capazes de induzir danos de DNA do sangue periférico (teste cometa). Ainda 

de acordo com Oliveira (2010), os aumentos observados no índice de danos de DNA 

corresponderam ao aumento na concentração e no tempo de exposição aos compostos. 

Resultados semelhantes ao de Oliveira (2010) foram encontrados para os exemplares de C. 

macropomum expostos ao chorume. Neste caso observou-se que quanto maior a concentração 

de chorume, maior foram os índices de dano celular. Na exposição in situ a genotoxicidade 

também foi comprovada pelos aumentos nos índice de danos de DNA em sangue de juvenis 

de tambaqui, do grupo exposto à jusante da lixeira, resultados esses que corroboram a 

contaminação do Lago do Macurany. 

Fairbairn et al. (1995) afirmam que as quebras do DNA evidenciadas pelo Ensaio 

Cometa podem estar relacionadas ao sistema de reparo da própria célula ou da exposição a 

contaminantes ambientais, porém, a diferença significativa encontrada entre os exemplares de 

C. macropomum provenientes do grupo exposto à jusante da lixeira, corrobora a relação entre 

a exposição aos resíduos químicos do Lago do Macurany. A avaliação dos danos do DNA por 

meio do Ensaio Cometa é considerada um método eficaz para o monitoramento dos efeitos de 

HPAs e metais de transição como comprovado nesse estudo, assim como tem sido eficaz na 

detecção de danos gerados por HPAs e outros compostos xenobióticos (AAS et al., 2000; 

AHMAD et al., 2008; MARIA et al., 2002; 2005; OLIVEIRA, 2010; PADRANGI et al., 

1995; STEINERT et al., 1998; VANZELLA et al., 2007).  

Segundo Sánchez-Gallán et al. (1998), os peixes são considerados bons indicadores 

para a detecção de contaminação de recursos hídricos por substâncias genotóxicas. Eritrócitos 

de sangue periférico são comumente usados para a aplicação do Ensaio do Cometa em 

conjunto com o Teste do MN (AYLLÓN e GARCIA-VAZQUEZ, 2001; BELPAEME, et al., 

1996; BUSCHINI, et al.; 2004; PACHECO e SANTOS, 1997, 1998; RISSO-de FAVERNEY 

et al., 2001; RUSSO et al., 2004; SANCHEZ-GALLAN et al., 1999, 2001; ). Ainda, de 

acordo Sanchez-Gallan et al. (1999; 2001), a exposição de peixes a determinados metais induz 

à formação de micronúcleos e outras anormalidades nos núcleos dos eritrócitos (ANE). 

Segundo Heddle et al. (1991), os micronúcleos surgem de fragmentos de cromossomos que 

não são incorporados no núcleo da célula depois da mitose. Entretanto, os mecanismos de 

formação de ANE não são completamente conhecidos (AYLLÓN e GARCIA-VAZQUEZ, 

2001).  

As Anormalidades nucleares eritrocíticas (ANE) têm sido utilizadas, em diversos estudos, 

para avaliar a genotoxidade e/ou mutagênicidade de contaminantes a peixes (BARSIENE et 

al., 2006; ÇAVAS e ERGENE-GÖZÜKARA, 2005; LEMOS, 2007, 2008; MENEZES, 2005; 
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OLIVEIRA, 2003, 2010; TELES et al., 2003; VANZELLA et al., 2007). Vanzella et al. 

(2007) observaram danos genotóxicos e mutagênicos em eritrócitos de Prochilodus lineatus 

após exposição aguda (96h) e subcrônica (15 dias) à fração de oléo diesel solúvel em água 

(DWSF). Domingos (2006) também obteve resultados semelhantes ao observar aumento 

significativo na porcentagem de anormalidades no núcleo dos eritrócitos do peixe amazônico 

Astronotus ocellatus exposto à concentração subletal de petróleo durante 24, 48, 96 e 192h. 

Estudos realizados com exemplares de C. macropomum demonstraram a metais de transição 

como o cobre (Oliveira, 2003), de HPAS e de petróleo (Oliveira, 2010), evidenciada pelo 

aumento observado na frequência de anormalidades nucleares.  

No presente estudo, a genotoxidade do chorume foi evidenciada pelo aumento de 

frequência de ANE nos exemplares de C. macropomum expostos à concentração subletal de 

chorume, principalmente, relacionado ao tratamento T2. Esses resultados nos mostram que a 

genotoxidade do chorume é dependente de sua concentração, ou seja, quanto maior a 

concentração, maior será seu índice de genotóxicidade. Na exposição in situ, todas as 

anormalidades nucleares eritrocíticas descritas por Carrasco et al. (1990) também foram 

observadas, porém, a genotoxidade das águas contaminadas do lago do Macurany não pôde 

ser observada no grupo exposto no ponto à jusante por de 24h, pois a ocorrência de ANE não 

apresentou diferenças significativas nos eritrócitos dos exemplares de C. macropomum 

quando comparados ao grupo exposto à montante da lixeira. Porém, após a exposição de 48h 

houve um aumento significativo na frequência de ANE, quando comparado ao grupo 

incubado à montante da lixeira no Lago do Macurany. 

A similaridade entre as frequências de ANE observada em juvenis de tambaqui indica 

que o tempo de exposição avaliado neste estudo (24h) não permitiu a observação de lesões 

nucleares nos eritrócitos. Isto pode estar relacionado ao tempo necessário para a formação de 

novos eritrócitos durante a mitose, pois, de acordo com Al-Sabti e Metcalfe (1995), somente 

após a divisão celular torna-se possível visualizar a formação de micronúcleos. Tal fato 

justifica também o aumento na frequência de ANE no período experimental de 48h. 

Grisolia e Cordeiro (2000) ilustram essa relação e apontam que as maiores induções de 

micronúcleos observadas em três espécies de peixes tropicais expostos a quatro compostos 

químicos diferentes (bleomicina, ciclofosfamida, 5-fluorouracil e mitomicina C) ocorreram 

após 2 dias e 7 dias. Lemos et al. (2007) afirmam que 14 dias de exposição a efluente 

petroquímico foi o melhor período para avaliação da formação de micronúcleos nos 

eritrócitos de Pimephales promelas. Acredita-se, portanto, que estudos com períodos 
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experimentais prolongados irão dinamizar a avaliação do potencial genotóxico da 

contaminação do referido Lago em análise. 
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CONCLUSÕES 

 

1) Os resultados levantados neste estudo indicam que o Lago do Macurany está sendo 

fortemente influenciado pelas atividades antrópicas da região, incluindo as atividades da 

Lixeira Pública de Parintins, e também pelo lançamento de esgotos domésticos não tratados, 

despejados nos ecossistemas aquáticos que circundam esta cidade. 

 

2) No chorume da Lixeira pública de Parintins, nas águas adjacentes do Lago 

Macurany e na água do poço que serve o campus da Universidade foram detectados metais 

pesados e níveis significativos de HPAs. 

 

3) Os contaminantes presentes no chorume e no Lago do Macurany desencadearam 

um quadro de estresse nos exemplares de tambaqui testados, fato comprovado pela alteração 

nos processos bioquímicos e fisiológicos. 

 

4) As três diferentes concentrações de chorume (1:100, 1:000 e 1:10000), utilizadas na 

exposição subletal ao tambaqui, mostraram-se tóxicas ao C. macropomum. 

 

5) A exposição de exemplares de C. macropomum às concentrações subletais de 

chorume causaram distúrbios nos parâmetros respiratórios e iônicos, promoveram 

hiperglicemia, disfunções hepáticas e neuromusculares e ainda causaram danos genotóxicos. 

O mesmo foi evidenciado para a exposição ao chorume no Lago do Macurany, no ponto à 

jusante da lixeira.  

 

6) A utilização de biomarcadores demonstrou ser uma ferramenta eficaz tanto para a 

avaliação dos efeitos de exposição aguda ao chorume no tambaqui em escala laboratorial, 

quanto para a exposição in situ, com potencial aplicação para peixes da Amazônia. 
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PERSPECTIVAS 

 

1) Espera-se que estes resultados permitam planejamentos ambientais e projetos de 

aterros sanitários que levem em conta a questão da toxicidade do chorume em Parintins, 

servindo para alertar as autoridades responsáveis e como subsídio para engenheiros e 

urbanistas, de modo a minimizar os riscos e apoiar práticas de equilíbrio ambiental. 

 

2) Por se tratar de um ambiente que recebe efluentes domésticos sem tratamento 

adequado, torna-se necessário um estudo mais detalhado, com monitoramento contínuo do 

descarte dos efluentes lançados no Lago do Macurany, com maior número de pontos de coleta 

e com coletas entre os períodos de sazonalidade. 

 

3) Fazem-se necessários estudos de caracterização dos sedimentos, visando 

mapeamento das fontes poluidoras no Lago do Macurany. A investigação dos hidrocarbonetos 

nos sedimentos se justifica pelo fato de que o material de fundo apresenta maior estabilidade 

físico-química do que a água circundante, indicando um registro histórico devido aos 

processos de sedimentação e fornecendo índices de referência mais estáveis para 

monitoramento de aporte de hidrocarbonetos, que geralmente indicam a qualidade média das 

águas. 

 

4) Sugere-se que sejam realizadas investigações adicionais sobre os efeitos em longo 

prazo da exposição ao chorume, bem como de diferentes vias de contaminação (isto é, pela 

água e alimentação), pois poderão fornecer informações complementares e um conjunto de 

dados mais robusto para o monitoramento ambiental na Amazônia, principalmente para o 

município de Parintins.  

 

5) A realização de estudos para a determinação e utilização de biomarcadores de 

exposição e de efeito de contaminantes ambientais nas fases iniciais da vida dos peixes é de 

grande valia uma vez que os indivíduos mais jovens apresentam maior sensibilidade aos 

poluentes. 

 

6) Tendo em vista a enorme a importância da biota aquática na Amazônia, é de 

extrema importância que mais estudos sejam realizados visando o biomonitoramento de áreas 
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impactadas pelo chorume, para tanto sugere-se que seja utilizado o protocolo usado neste 

trabalho, tendo em vista as respostas dos biomarcadores testados. 
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