ALDO CAMARGO DE OLIVEIRA

AVALIACAO DE GENOTOXICIDADE EM PEIXES DA
ESPECIE Rhamdia quelen, SUBMETIDOS AS AGUAS
DO RIO CAVEIRAS.

Dissertacdo apresentada ao Curso de Pés-
Graduagdo em Ciéncia Animal, da
Universidade do Estado de Santa Catarina,
como requisito parcial para a obtencdo do
titulo de Mestre em Ciéncia Animal.

Orientador: Dra. Carla Ivane Ganz Vogel.

Coorientador: Dr. Thiago El Hadi Perez
Fabregat

LAGES, SC
2015



048a Oliveira, Aldo Camargo de
Avaliacgdo de genotoxicidade em peixes da
espécie Rhamdia quelen, submetidos a &guas do Rio
Caveiras / Aldo Camargo de Oliveira. - Lages,
2015.
80 p.: il.; 21 cm

Orientadora: Carla Ivane Ganz Vogel
Coorientador: Thiago El1 Hadi Perez Fabregat
Bibliografia: p. 57-61
Dissertacdo (mestrado) - Universidade do
Estado de
Santa Catarina, Centro de Ciéncias
Agroveterindrias, Programa de Pdés-Graduagdo em
Ciéncia Animal, Lages, 2015.

1. Genotoxicidade. 2. Mutagénese. 3. Aquifero
Guarani. 4. Qualidade da é&gua. 5. Jundiéa. I.
Oliveira, Aldo Camargo de. II. Vogel, Carla Ivane
Ganz. IITI. Universidade do Estado de Santa

Catarina. Programa de Pdbés-Graduacdo em Ciéncia
Animal. IV. Titulo

Ficha catalogréfica elaborada pela Biblioteca Setorial do
CAV/ UDESC




ALDO CAMARGO DE OLIVEIRA

AVALIACAO DE GENOTOXICIDADE EM PEIXES DA
ESPECIE Rhamdia quelen, SUBMETIDOS A AGUAS
DO RIO CAVEIRAS.

Dissertacao apresentada ao curso de Pds Graduacdo em Ciéncia Animal
como requisito parcial para a obtengdo do titulo de Mestre em Ciéncia
Animal.

Banca Examinadora

Orientador:
Dra. Carla'lvane Ganz Vogel.
(Universidade do Es Santa Catarina)
Membro: ~ -
Prof_Bt. Tassio Dresch Rech
(EPAGRI - SC)

Membro: ///

Dr. Carlos Afidsé da Veiga Lima
(Universidade do Estado de Santa Catarina - CERES)

Lages, 09/12/2014.






A minha mde Maria Salete (in
memorian), minha familia e a
minha esposa Daiane.






AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, por permanecer sempre ao
meu lado, por me dar forcas e ndo me deixar desistir nas horas
de desanimo e fraqueza. Agradego a minha familia. Em
especial minhas irmas Elusa e Eliane, pelos conselhos e
palavras de apoio que sempre me deram desde muito pequeno.
A minha querida mé@e Maria Salete (in memorian), que de onde
esta, sei que me acompanha e me guia com suas maos sempre
tdo abencoadas e sua luz que ainda irradia em minha vida. A
minha querida esposa Daiane, pelo apoio, dedicacdo, paciéncia
e amor. A todos meus amigos que sempre me apoiaram no
decorrer do curso. Aos meus queridos colegas de trabalho, meu
muito obrigado pelo apoio e colaboracdo, em especial a Zeli.
Aos amigos do LABHEV do CAV, meus sinceros
agradecimentos, em especial aos colegas Paulo (sempre solicito
e disposto a auxiliar), Cristina, Ediane, José Aldo. Meu muito
obrigado ao André Oliveira, sempre amigo e dedicado, nunca
esquecerei seu apoio e colaboracdo. Ao amigo Jodo Buss e ao
meu compadre Alencar, pelo apoio e companheirismo. Ao
projeto Aquifero Guarani/Serra Geral pelo custeio de despesas
e por acreditar nos pesquisadores da Serra. A Universidade do
Planalto Lageano — UNIPLAC, pela compreensdo e apoio que
foi dado. Aos professores que sempre estiveram auxiliando
meu caminho. Especialmente ao professor Luiz Claudio
Miletti, Maria De Lourdes Magalhdes e Thiago Fabregat.
Exemplos de Mestres. Ensinamentos que levarei comigo pelo
resto de minha vida. A minha querida orientadora, Carla VVogel,
pela paciéncia e auxilio e por me abrir portas aceitando-me
como seu orientando. Enfim, a todos meus professores do
curso de mestrado.

E por fim, a todos que de alguma forma, direta ou
indiretamente, contribuiram para a realizagdo deste trabalho.






“A vitalidade é demonstrada ndo apenas
pela persisténcia, mas pela capacidade
de comegar de novo.”

Scott Fitzgerald


http://pensador.uol.com.br/autor/scott_fitzgerald/




RESUMO

As consequéncias da contaminacdo dos recursos hidricos sdo
graves e devem ser avaliadas através de analises com
parametros bioquimicos e bioldgicos, utilizando-se de
bioindicadores. Sabe-se, que as principais fontes de
contaminagdo dos recursos hidricos sdo esgotos urbanos sem
tratamento que sdo lancados em rios e lagos, aterros sanitarios
que afetam os lencdis freaticos, defensivos agricolas que
escoam com a chuva sendo arrastados para os rios e lagos e
industrias que utilizam os rios como carreadores de seus
residuos toxicos. Estes dejetos e substancias liberadas no corpo
d’agua tem sido alvo de muitos estudos principalmente
daqueles que visam avaliar as consequéncias de substancias
genotoxicas sobre o DNA de peixes. Ainda, relacionado a
qualidade das &guas, e com a utilizacdo de bioindicadores,
buscam-se, constantemente, respostas dos genes aos estimulos
ambientais. Desta forma o presente estudo teve como objetivo
principal, avaliar os efeitos genotdxicos em peixes da espécie
Rhamdia quelen (popularmente conhecidos como Jundias)
submetidos as aguas do Rio Caveiras, em um ponto especifico.
Para tanto, utilizou-se as tecnicas: Teste do Micronucleo e o
Ensaio Cometa, como biomarcadores de efeito de
contaminantes da agua nos peixes estudados. Comparou-se a
incidéncia de microndcleos e o aparecimento de danos ao DNA
em células sanguineas de R. quelen expostas as dguas do Rio
Caveiras no ponto analisado, com células sanguineas de peixes
da mesma espécie, de um grupo controle, mantido em aguas
oriundas do laboratério de piscicultura do CAV/UDESC. Os
animais, tanto do controle quanto do teste, foram mantidos em
temperaturas que variaram de 22 a 28 graus Celsius, com
aeracdo mecanica, mesmo manejo e dieta alimentar. Analisou-
se indice de danos, através do ensaio cometa, em quatro tempos






diferentes (0, 7, 21 e 28 dias). Nao foram evidenciados
diferencas significativas, quando comparados 0s grupos Teste e
Controle, entre os tempos 0 e 7 dias. Na observacdo do tempo
21, em comparagdo com 0s outros tempos, pode-se perceber
um aumento significativo (p < 0,001) do indice de quebras no
DNA nos peixes do grupo teste quando comparados aos do
grupo controle. No tempo 28 dias, quando os peixes do grupo
teste retornaram as mesmas condi¢fes do grupo controle,
observou-se uma diminuigéo significativa dos danos no DNA
quando comprados aos indices obtidos no tempo de 21 dias. Os
resultados do Teste do Micronlcleo em R. quelen expostos as
aguas do Rio Caveiras mostraram que ndo houve diferencas
significativas para nenhum dos tempos amostrados. Conclui-se,
portanto, que a agua do Rio Caveiras € a principal causadora
dos danos genotoxicos observados nos peixes no ponto
analisado e que o Ensaio Cometa, em relacdo ao MN, foi mais
sensivel na deteccdo de danos no DNA.

Palavras-chave: Genotoxicidade; Mutagénese; Aquifero
Guarani; Qualidade da agua; Jundia.






ABSTRACT

The consequences of water contamination are serious and
should be evaluated by testing with biochemical and biological
parameters, using the biomarkers. It is known that the main
sources of water contamination are urban untreated sewage that
are released into rivers and lakes, landfills affecting
groundwater, pesticides that flow with the rain being swept into
the rivers and lakes and industries who use the rivers as carriers
of their toxic waste. These wastes and substances released into
the body of water has been the subject of many studies,
especially those that aim to assess the consequences of
genotoxic substances on the DNA of fish. Still related to water
quality, and the use of biomarkers, was sought to constantly
gene responses to environmental stimuli. Thus, the present
study aimed to evaluate the genotoxic effects in fish species R.
quelen (popularly known as Jundid) submitted to the waters of
the river Caveiras, at a specific point. For this, we used
techniques: the micronucleus test and the comet assay as
biomarkers of effect of water contaminants in fish studied. We
compared the incidence of micronuclei and the appearance of
DNA damage in blood cells of R. quelen exposed to the waters
of the river Caveiras at the point analyzed, with blood cells of
fish of the same species, a control group, kept in waters
originating from aquaculture laboratory of CAV / UDESC. The
animals in both the control for the test, were kept at
temperatures ranging from 22 to 28 degrees Celsius, with
mechanical ventilation, and even diet management. We
analyzed damage index by the comet assay in four different
times (0, 7, 21 and 28 days). No significant differences were
seen when the Test and Control groups compared, between
times 0 and 7 days. The observation time 21 compared to the
other times, we could notice a significant increase (p <0.001) in






the rate of DNA strand breaks in fish in the test group
compared to the control group. In 28 day time, when the fish of
the test group returned the same conditions in the control
group, we observed a significant decrease in DNA damage
when purchased from the ratios obtained in time for 21 days.
The results of the micronucleus test in R. quelen exposed to the
waters of the river Caveiras showed no significant differences
for any of the times sampled. Therefore, it is concluded that the
water river Caveiras is the main cause of genotoxic damage
observed in fish in the analyzed point and the Comet assay,
relative to MN, was more sensitive in detecting DNA damage.

Keywords: Genotoxicity; mutagenesis; Guarani Aquifer;
Water quality; Jundia.
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1. CAPITULO I: REVISAO DA LITERATURA.
1.1 CONSIDERACOES GERAIS

As consequéncias da contaminagdo dos recursos
hidricos sdo graves e devem ser avaliadas através da analise
com parametros bioquimicos e bioldgicos, utilizando-se de
bioindicadores. Sabe-se, que as principais fontes de
contaminagdo dos recursos hidricos sdo esgotos urbanos sem
tratamento que sdo lancados em rios e lagos, aterros sanitarios
que afetam os lencdis freaticos, defensivos agricolas que
escoam com a chuva sendo arrastados para os rios e lagos e
industrias que utilizam os rios como carreadores de seus
residuos toxicos. Esses despejos domésticos e industriais
podem ser causadores de impacto ambiental negativo, segundo
0 Conselho Nacional do Meio Ambiente — CONAMA 357/05
(BRASIL, 2005).

Levando-se em conta a contaminacdo das aguas
superficiais e, por extensdo, das aguas subterraneas, faz-se
necessario um desenvolvimento de metodologias de avaliagcédo
da qualidade da agua com bioindicadores (fauna e flora)
auxiliando estudos locais e reportando-os a outros. O uso
inconsequente dos recursos hidricos produz ndo somente a
crescente e deliberada contaminacdo das dguas como também a
perda ou alteracdo da comunidade bidtica, afetando direta ou
indiretamente a saude humana. Essa poluicdo produzida pelo
homem, na busca desenfreada por urbanizacdo e conforto
proprio, muitas vezes ndo leva em conta a preservacdo da fauna
e da flora. Assim, os rios urbanos que ora sao utilizados para
escoamento de dejetos domésticos e industriais, ora sdo fontes
de alimentacdo e lazer, ficam a mercé das acOes antropicas e
consequentemente ha alteragdo da sua biodiversidade
(MARTINS, 2004).

Paiva (2004) destaca a aplicacdo de métodos bioldgicos
que, em geral, consistem na exposicdo de uma populagdo de
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organismos a uma amostra de agua. Como resultado, a
qualidade da &gua pode ser caracterizada em funcdo da
intensidade do efeito adverso produzido no organismo teste.
Exemplos destes métodos sdo os testes de toxicidade com
peixes. Como respostas desses testes, podem-se considerar
tanto a biodisponibilidade dos poluentes como também o efeito
toxico resultante de interacbes de varios agentes quimicos
presentes em um determinado ambiente.

Pardmetros de analises toxicoldgicas sdo importantes na
percepcdo do impacto da poluicdo sobre a comunidade bidtica.
Para tanto, a utilizacdo do teste de micronicleo e ensaio
cometa como analises toxicologicas e genotoxicas, estabelece
os efeitos de compostos poluentes existentes no ambiente sobre
a biota aquatica, facilitando o monitoramento dos danos
genéticos, além de avaliar o grau de exposicdo/contaminacéo
de peixes aos poluentes existentes nesta agua.

1.2 AQUESTAO AMBIENTAL

Os rios constituem sistemas naturais com importancia
ecoldgica, social e econdmica. As caracteristicas fisico-
quimicas e biologicas da agua dos rios sdo o resultado da
influéncia do clima, geologia, vegetacdo, bem como, da
ocupacdo humana e uso do solo da bacia hidrografica. As
contribuicdes das atividades humanas podem alterar aspectos
da qualidade das aguas comprometendo a vida aquética e
restringindo as provaveis utilizacdes dos recursos hidricos,
podendo causar possiveis impactos ambientais (DORIGON,
STOLBERG e PERDOMO 2008).

O impacto ambiental é definido na Resolucdo n° 001,
art. 1°, do CONAMA, de 23/1/1986 (BRASIL, 1986), como:

Qualquer alteracdo das propriedades fisicas,
quimicas e biolégicas do meio ambiente,
causada por qualquer forma de matéria ou
energia resultante das atividades humanas que,
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direta ou indiretamente, afetam a salde, a
seguranca e 0 bem estar da populagdo, as
atividades sociais e econdmicas, a biota, as
condigBes estéticas e sanitarias do meio
ambiente, e, enfim, os poluentes que ameagam
a qualidade dos recursos ambientais.

A humanidade esta em constante exposicdo as
aguas e consequentemente a substancias quimicas presentes
nos mais diversos produtos. A poluicdo é uma das fontes que
contribuem para toxicidade a que 0s seres humanos estdo
expostos, seja por uso direto, ao ingeri-la, seja por meio
indireto, ao alimentar-se dos peixes que nela vivem, por
exemplo (FERRARO, 2009).

As regides mais habitadas da terra possuem uma
intima relacdo de dependéncia com 0s recursos alimentares,
habitacionais e até mesmo industriais. Os recursos hidricos,
como grandes rios e lagos, ocorrem, por vezes, nessas regioes.
Como resultado desta intima proximidade, muitos residuos
domésticos e industriais gerados, acabam despejados nesses
rios, 0 que acarreta em um comprometimento da qualidade de
vida dos ecossistemas e consequentemente atingem o homem
(MOORE et al, 2004).

Como consequéncia desses residuos, um numero cada
vez maior de compostos quimicos, estranhos ao ambiente,
chamados de xenobidticos, tem influenciado negativamente a
dindmica dos ecossistemas como um todo. O ecossistema
aquatico € o deposito final da maioria dos xenobidticos jogados
no ecossistema. Para tanto, conexdes e pesquisas devem ser
feitas no sentido de avaliar os niveis de exposicdo dos
organismos com seus possiveis e provaveis efeitos internos
(OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003; HORI et. al. 2008).

Ao analisar um possivel complicador de risco
ambiental, baseando-se nas concentragdes de um poluente,
pode-se ndo ter a dimensdo do dano, visto que muitos
poluentes e seus derivados séo capazes de interagirem entre si.



28

Portanto, efeitos deletérios sdo dificeis, na maioria das vezes,
de serem percebidos sobre as populagdes, uma vez que estes
efeitos tendem a se manifestar apds longos periodos de tempo e
normalmente s&o testados de forma isolada (JHA, 2008).

1.3 AVALIACOES DA GENOTOXICIDADE

Uma exposicdo acentuada de organismos a compostos
xenobidticos, presentes nas aguas, pode ser fator indutor de
uma cascata de eventos que pode levar o DNA a modificar-se
em sua estrutura. Como resultado desta mudanca, podem
ocorrer diversas disfuncbes metabolicas que podem levar a
varios tipos de doengas, inclusive ao cancer. A deteccdo e
quantificacdo destes eventos podem ser empregadas com a
utilizacdo de biomarcadores de exposicdo e de efeitos em
organismos expostos a xenobioticos no ambiente (MARONI,
2000).

Agentes genotdxicos podem ser caracterizados por
terem acdo bioldgica primaria, propria ou de metabdlitos, com
capacidade de alteracdo nas informac6es codificadas e contidas
no DNA. A genotoxicidade ocorre quando a exposi¢do a um
agente toxicante leva a alteracdo da estrutura ou do contetido
de cromossomos — um processo chamado de clastogenicidade —
ou ainda uma alteracéo da sequéncia de pares de bases, o qual é
chamado de mutagenicidade. Concentracbes baixas de
compostos e/ou substancias podem ser responsaveis por efeitos
genotoxicos, afetando a reproducdo, o embrido, bem como o
desenvolvimento e  sobrevivéncia de  organismos.
(MCGREGOR, 2000; LEE e STEINERT, 2003).

Uma interacdo de compostos genotoxicos com o DNA
que cause lesdo, caso ndo ocorra o reparo, pode ser propagada
para as células filhas. Estas células podem permanecer latentes
por muitos anos acumulando novos danos ou ainda sofrerem
uma exposicao posterior a um agente promotor, em ambos 0s
casos poderiam se desencadear um processo de malignizagao,
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no caso 0 cancer. A iniciacdo desse processo por agentes
iniciadores, geralmente estabelece ligacOes diretas ao DNA,
enquanto que os promotores podem agir mascarando a acéo de
hormonios, alterando a expresséo génica ou, ainda, alterando as
vias metabdlicas das células (GRISOLIA, 2005).

As técnicas utilizadas para avaliar danos causados por
substancias xenobidticas nos organismos, sdo, entre outras,
Teste de Micronicleo (MN) e Ensaio Cometa (EC), ambos
podem ser utilizados para biomonitoramento ecotoxicoldgico,
verificando o grau de exposicao as aguas dos Rios, bem como
0 biomonitoramento de populagcdes expostas. (PORTO,
ARAUJO e FELDBERG, 2005; DA SILVA, ERDTMANN e
HENRIQUES, 2003; GONCALVES, CONCEICAO e
RESGALLA JUNIOR, 2003).

Collins (2013) traz que o ensaio cometa foi introduzido
hd quase 30 anos como uma maneira simples de detectar
quebras de DNA e que apds algumas modificacOes, o teste do
cometa tornou-se 0 método mais popular para medir o dano ao
DNA de varios tipos, incluindo o dano oxidativo causado por
espécies reativas de oxigénio (Reactive Oxygen Species -
ROS). As aplicacdes incluem testes de genotoxicidade,
biomonitorizacdo humana, ecogenotoxicidade, bem como
pesquisa basica sobre danos e reparos do DNA. Hartmann et al
(2003), Goncalves, Conceicdo e Resgalla-Junior (2003) e Da
Silva, Erdtmann e Henriques (2003), reforcam que o ensaio
cometa possui um ampla utilizacdo em testes que visam avaliar
agentes genotoxicos oriundos de dejetos industriais,
domésticos e agricolas, realizando um biomonitoramente de
populacdes expostas. Ressaltam, ainda, que o Ensaio Cometa
possui a vantagem de ser simples, rapido e possui alta
sensibilidade para varios tipos de danos no DNA, servindo
como avaliador ndo s6 de danos, mas, também, de reparos.
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1.4 ESCOLHA DO BIOINDICADOR

Bioindicador pode ser qualquer resposta dimensivel em
niveis mais superiores de organizacdo bioldgica, seja por
analises de individuos, popula¢bes ou até mesmo ecossistemas.
Sendo que essa resposta pode estar associada a um impacto de
um contaminante. A utilizacdo de bioindicadores de poluicéo
ambiental, leva em conta o fato de que os xenobiéticos —
agentes toxicologicos - presentes no meio causam distarbios
que podem levar a uma perturbacdo comportamental,
fisiolégica e bioquimica no organismo testado. Se estas
alteracdes forem observadas com tempo de poder evita-las,
sera possivel identificar problemas ambientais antes que o0s
mesmos acontecam ao ecossistema aquatico com um todo
(JIMENES e STEGEMAN, 1990; STEGEMAN et al, 1992).

No caso de ensaios, com provaveis substancias
mutagénicas presentes na agua, estes podem ser realizados em
condicdes laboratoriais com 0 uso de varios tipos de animais
como, por exemplo, anfibios, moluscos e peixes, 0s quais
servirdo como bioindicadores da poluicdo do meio aquatico
(MINISSI; CICCOTTI; RIZZONI, 1996).

Os peixes sdo considerados um modelo apropriado para
pesquisa de substancias, assim como os mamiferos, pois, além
de sofrerem bioacumulacdo e responderem a agentes
mutagénicos em baixas concentragdes, seu ambiente é muito
exposto a multiplas origens de xenobidticos oriundos de, por
exemplo, esgotos, efluentes industriais e aguas correntes de
areas urbanas e agricolas (KAZETO, PLACE e TRANT, 2004;
SCALON, 2010; GOKSOYR et al., 1991).

Em relacdo as suas células, os peixes possuem
eritrocitos, tanto imaturos quanto maduros, nucleados, o que
facilita a obtencdo de resultados expressivos mesmo com a
utilizagdo de pequenas quantidades de sangue, e, também,
diminui possiveis danos, que possam ser causados, durante a
coleta, no animal em estudo (DI PAOLO, 2006).
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O bioindicador escolhido foi a espécie Rhamdia quelen
(Figura 2). O Jundig, como é popularmente conhecido, € uma
espécie de bagre, natural dos rios e lagos da regido Sul do
Brasil. Vive em lagos e pogos profundos, explorando o lodo e
fundo dos rios, preferindo ambientes com &guas mais calmas,
junto as margens e vegetacdo, tornando-se, assim, mais exposto
as adversidades do ambiente aquético (PIAIA, TOWNSEND e
BALDISSEROTTO, 1999).

Figura 1: Juvenis de Rhamdia quelen (Jundid).

Fonte: O préprio autor.

1.5 RIO CAVEIRAS

Para escolha do ponto, denominado “Ponte BR-2”, foi
definida uma é&rea a jusante da cidade de Lages e
imediatamente apds as areas de afloramento e recarga do
Aquifero Guarani na bacia hidrogréfica do Rio Caveiras
(Figuras 2).

Com uma area aproximada de 2400 km? e 130 km de
extensdo do talvegue principal, a Bacia Hidrografica do Rio
Caveiras esta situada na regido serrana de Santa Catarina,
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sendo a segunda maior sub-bacia da Bacia Hidrografica do Rio
Canoas. No terco superior do rio, hd comunidades rurais
esparsas e a cidade de Painel, com cerca de 2500 habitantes. O
rio recebe os efluentes industriais de uma cervejaria e efluentes
urbanos da cidade Lages, principalmente através dos rios Ponte
Grande (24km?) e Carah4 (30 km?®) (RAFAELI NETO, 1994).
Poluentes, como os despejados pelos Rios Caraha e

Ponte Grande no Rio Caveiras, se estiverem presentes na agua
de superficie podem atingir os aquiferos, onde, dado as
reduzidas velocidades de reacdo e deslocamento podem
permanecer por longos periodos. Medidas urgentes devem ser
tomadas pelos setores envolvidos para a corregdo das
alteracdes ambientais, visando a preservacdo dos mananciais
que influem diretamente na qualidade da agua de recarga do
Aquifero Guarani, bem como de todo o ecossistema aquatico
(MARTINS, 2004).

Figura 2: Bacia hidrografica do Rio Caveiras com
modificacdes (seta indica o ponto de coleta).

Curitibanos -

O Correia Pinto

Hidrografia

/ . Lages
Salto Caveiras # =

Bacia Caveiras

Fonte: (SANTA CATARINA, 2014 - Modificado pelo autor).
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Oliveira, Rech e Klock (2012), buscaram caracterizar a
qualidade das aguas no Rio Caveiras em areas de afloramento
do Aquifero Guarani no municipio de Lages/SC, através de
analises fisico-quimicas e microbioldgicas. Segundo os autores
a area do ponto “Ponte BR-2”, encontra-se em desacordo com
a Resolucdo CONAMA 357/05 para aguas doces, sendo
classificado como classe 4, segundo a mesma resolucdo, em
uma escala que vai de 0 a 4, onde 4 é o mais deteriorado,
servindo, as aguas, apenas, como paisagismo e nhavegacao.
Dentre outras evidéncias, o Rio apresenta neste mesmo ponto,
baixa oxigenacdo, Nitrito acima dos valores toleraveis —
indicando um alto grau de poluicdo, valores alterados para
DBO, e analises microbiologicas de coliformes totais e
termotolerantes, bastantes elevados. Os autores concluiram
que, em seu conjunto, os resultados indicavam, na época, um
acelerado processo de degradacdo do Rio Caveiras, fazendo-se
necessario uma politica publica de conscientizacdo e
recuperacao dessas areas, visto que os mesmos sao locais de
afloramento e consequente recarga do Aquifero Guarani,
importante reserva de agua subterranea.

2. CAPITULO II: OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a genotoxicidade em espécies de Rhamdia
quelen, submetidas as dguas do Rio Caveiras em um ponto pré-
definido.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar o indice de danos ao DNA utilizando o
ensaio cometa em células sanguineas de Jundid no ponto
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analisado, com células sanguineas de peixes da mesma espécie,
de um grupo controle, mantido em laboratério.

Comparar a incidéncia de micronlcleos em células
sanguineas de Jundid& no ponto analisado, com células
sanguineas de peixes da mesma espécie, de um grupo controle,
mantido em laboratorio.
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3. CAPITULO Ill: ARTIGO - AVALIACAO DE
GENOTOXICIDADE EM PEIXES DA ESPECIE Rhamdia
quelen, SUBMETIDOS A AGUAS DO RIO CAVEIRAS.

3.1 RESUMO

Os efeitos e consequéncias de substancias
genotdxicas sobre o genoma de peixes tém sido continuamente
alvo de pesquisas, sobretudo daqueles que buscam estabelecer
a resposta dos genes aos estimulos ambientais, principalmente
relacionados a qualidade das aguas. O presente estudo buscou
avaliar os efeitos genotoxicos na espécie de Rhamdia quelen
(Jundid), submetidas as aguas do Rio Caveiras em um ponto de
afloramento do Aquifero Guarani, a jusante da area urbana da
cidade de Lages, Santa Catarina. Objetivou, tambem,
padronizar no laboratorio a utilizagdo das técnicas: Teste do
Microntcleo e o Ensaio Cometa, como biomarcadores de efeito
de contaminantes da agua nos peixes da regido, comparando a
incidéncia de micronucleos e o aparecimento de danos ao DNA
em células sanguineas de R. quelen expostas as aguas do Rio
Caveiras no ponto analisado, com células sanguineas de peixes
da mesma espécie, de um grupo controle, mantido em &aguas
oriundas do laboratério de piscicultura do CAV. Os animais,
tanto do controle quanto do teste, foram mantidos em
temperaturas que variaram de 22 a 28 graus Celsius, com
aeracdo mecanica constante. Os niveis de amonia e pH
mantiveram-se 0S mesmos nos dois grupos, com pequenas
variacBes ndo significativas. Em relacdo ao ensaio cometa nao
houve diferencas nos indices de danos ao DNA entre os dois
grupos nos tempos 0 e 7 dias. Apos 21 dias de exposicdo as
aguas do Rio Caveiras houve aumento significativo (p < 0,001)
nos indices de danos ao DNA (score de dano: 2,234) quando
comparados com o grupo controle (score de dano: 1,649). Ap6s
sete dias da retirada dos animais das aguas dos rios (tempo 28
dias), houve diminuigéo significativa, entre os dois grupos, nos
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indices de danos ao DNA. Esses resultados indicam que apds
0s animais serem retirados das &guas do Rio Caveiras e
retomados as adguas do controle, houve um provavel reparo de
DNA e novos danos ndo foram encontrados, pois 0s peixes ndo
estavam mais em contato com o possivel agente causador de
genotoxicidade (as aguas do Rio Caveiras). Os resultados do
Teste do Micronucleo em R. quelen expostos as aguas do Rio
Caveiras mostraram que ndo houve diferenca significativa para
0s tempos amostrados. Conclui-se, portanto, que a agua do rio
Caveiras no ponto analisado é a principal responsavel pelos
danos encontrados nos peixes analisados e que 0 ensaio cometa
€ mais sensivel que o teste do Micronucleo sendo, entdo, um
bom teste para biomonitoramento ambiental.

Palavras-chave: Genotoxicidade; Mutagénese; Aquifero
Guarani; Qualidade da agua; Jundia.



37

3.2 ABSTRACT

The effects and consequences of genotoxic substances on the
genome of fish have been continuously subject of research,
especially those who seek to establish the response of genes to
environmental stimuli, especially related to water quality. The
present study sought to evaluate the genotoxic effects of the
species Rhamdia quelen (Jundia), submitted to the waters of
the river Caveiras at one point of the Guarani Aquifer outcrop,
downstream of the urban area of the city of Lages-SC. Aimed
also standardize on the use of laboratory techniques: the
micronucleus test and the comet assay as biomarkers of effect
of water contaminants in fish from the region, comparing the
incidence of micronuclei and the appearance of DNA damage
in blood cells of R. quelen exposed to the waters of the river
Caveiras at the point analyzed with blood cells of fish of the
same species, a control group, kept in waters originating from
the laboratory of aquaculture CAV. The animals in both the
control for the test, were kept at temperatures ranging from 22
to 28 degrees Celsius, with constant mechanical aeration.
Ammonia levels and pH remained the same in both groups,
with no significant variations small. Regarding the comet assay
no differences in levels of DNA damage between the two
groups at 0 and 7 days. After 21 days of exposure to the waters
of the river Caveiras there was a significant (p <0.001) increase
in levels of DNA damage (damage score: 2.234) when
compared with the control group (score damage: 1,649). Seven
days after the withdrawal of the animals of river water (28 days
time), there was a significant decrease between the two groups
in the rates of DNA damage. These results indicate that after
the animals are removed from the water and taken to river
Caveiras water control, there was a probable DNA repair and
new damage was not found, because the fish were no longer in
contact with the possible causative agent of genotoxicity (the
waters of the river Caveiras). The results of the micronucleus
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test in R. quelen exposed to the waters of the river Caveiras
showed no significant differences for any of the times sampled.
Therefore, it is concluded that the water in the river Caveiras
analyzed point is the main cause of damage found in fish
analyzed and comet assay is more sensitive than the
micronucleus test, then, is a good test for biomonitoring.

Keywords: Genotoxicity; mutagenesis; Guarani Aquifer;
Water quality; Jundid.
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3.3 INTRODUCAO

As consequéncias da contaminagdo dos recursos
hidricos sdo graves e devem ser avaliadas através da analise
com parametros bioquimicos e bioldgicos, utilizando-se de
bioindicadores. Sabe-se, que as principais fontes de
contaminacdo dos recursos hidricos sdo esgotos de cidades sem
tratamento que sdo lancados em rios e lagos, aterros sanitarios
que afetam os lencdis freaticos, os defensivos agricolas que
escoam com a chuva sendo arrastados para os rios e lagos e as
industrias que utilizam os rios como carreadores de seus
residuos toxicos. Esses despejos domésticos e industriais
podem ser causadores de impacto ambiental negativo, segundo
0 Conselho Nacional do Meio Ambiente — CONAMA 357/05
(BRASIL, 2005).

Os rios constituem sistemas naturais com importancia
ecologica, social e econdmica. As caracteristicas fisico-
quimicas e biologicas da agua dos rios sdo o resultado da
influéncia do clima, geologia, vegetacdo, bem como, da
ocupacdo humana e uso do solo da bacia hidrografica. As
contribuicbes das atividades humanas, como deposito e
despejos de residuos, podem alterar aspectos da qualidade das
aguas comprometendo a vida aquatica e restringindo o0s
possiveis usos dos recursos hidricos, podendo causar provaveis
impactos ambientais (DORIGON, STOLBERG e PERDOMO
2008; FERRARO, 2009).

Como consequéncia desses residuos, um nimero cada
vez maior de compostos quimicos, estranhos ao ambiente,
chamados de xenobiéticos, tem influenciado negativamente a
dindmica dos ecossistemas como um todo. O ecossistema
aquatico € o depdsito final da maioria dos xenobidticos jogados
no ecossistema. Para tanto, conexdes e pesquisas devem ser
feitas no sentido de avaliar os niveis de exposicdo dos
organismos com seus possiveis e provaveis efeitos internos
(OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003; HORI et. al. 2008).
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Ao analisar um possivel complicador de risco
ambiental, baseando-se nas concentracdes de um poluente,
pode-se ndo ter a dimensdo do dano, visto que muitos
poluentes e seus derivados sdo capazes de interagirem entre si.
Portanto, efeitos deletérios sdo dificeis, na maioria das vezes,
de serem percebidos sobre as populagdes, uma vez que estes
efeitos tendem a se manifestar apds longos periodos de tempo e
normalmente sdo testados de forma isolada (JHA, 2008).

O ponto no Rio Caveiras (Ponto: Ponte BR-2 — Figura
1) é uma éarea de recarga do Aquifero Guarani na bacia
hidrografica do Rio Caveiras. Com uma area aproximada de
2400 km2 e 130 km de extensdo do talvegue principal, a Bacia
Hidrografica do Rio Caveiras esta situada na regido serrana de
Santa Catarina, sendo a segunda maior sub-bacia da Bacia
Hidrografica do Rio Canoas. O rio recebe os efluentes
industriais de uma cervejaria e efluentes urbanos da cidade
Lages, principalmente através dos rios Ponte Grande (24km?) e
Carahé (30 km?) (RAFAELI NETO, 1994).

Figura 1: Ponto de coleta “Ponte BR-2”. Mostrando que o
ponto encontra-se a jusante da cidade de Lages/SC e dos
despejos dos Rios Ponte Grande e Caraha.

Qs

Lages
<<= SC-114

¢ Rio Ponte Grande

XQCF\

-
Rio Carahs g

Ponto de Coleta:
Gisl Ponte BR-2

Fonte: (GOOGLE MAPS, 2014 - Modificado pelo autor).
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Faz-se necessario, portanto, o uso de analises
toxicoldgicas na percep¢do do impacto da poluicdo sobre a
comunidade bi6tica. Para tanto, o presente trabalho, visa
utilizar o Teste de Micronlcleo pisceo e 0 Ensaio Cometa,
como anéalises toxicologicas e genotdxicas, para estabelecer
quais os efeitos de compostos poluentes, existentes nas aguas
do Rio Caveiras no ponto analisado, sobre os peixes da espécie
Rhamdia quelen. Com isso, busca-se realizar um
monitoramento dos danos genéticos, além de avaliar o grau de
exposicdo/contaminacdo do bioindicador aos poluentes
existentes nesta agua.

3.4 MATERIAL E METODOS

3.4.1 Ponto de coleta de agua

As coletas de agua do Rio Caveiras foram realizadas a
cada 15 dias. Foram coletados aproximadamente 900 litros por
coleta. O local definido para captura de agua foi o ponto
denominado Ponte BR-2 (Latitude: 27°52'48.40"S e Longitude:
50°22'56.59"0). O ponto foi definido por ser uma area de
afloramento do Aquifero Guarani e por estar a jusante dos Rios
Ponte Grande e Caraha, que despejam, no Rio Caveiras,
esgotos e dejetos oriundos da cidade de Lages/SC.

3.4.2 Peixes

Foram utilizados, para o experimento, 80 peixes juvenis
da espécie Rhamdia quelen (Jundid), com idade de trés meses
aproximadamente, com peso médio de 17,3g e comprimento
médio de 9,57cm. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal da UDESC (CETEA) sob o
protocolo 1.76.12. Os animais foram aclimatados previamente
por um periodo de 30 dias, com aguas do Laboratorio de
Piscicultura do Centro Agroveterinario (CAV) da Universidade
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do Estado de Santa Catarina (UDESC), em duas caixas de 250
litros com aproximadamente 200 litros cada. A limpeza das
caixas foi realizada diariamente, com sifonagem de restos de
alimentos e fezes, bem como a troca de agua, que era em torno
de 30% do volume total de cada recipiente. Para tanto se
tinham dois recipientes de 500 litros que serviram para estocar
a agua coletada no rio e um de 500 litros para a &gua do
laboratorio.

Os peixes foram divididos em dois grandes grupos,
sendo que um grupo (Controle) foi mantido nas &guas oriundas
do Laboratério de Piscicultura do CAV/UDESC e o0 outro
grupo (Teste) em aguas coletadas do Rio Caveiras. O estudo
foi subdividido em quatro tempos diferentes (Tempo | — dia
zero, 30 dias ap0s a aclimatacdo dos peixes e antes da
separacdo em dois grupos; Tempo Il — sete dias apos tempo |,
sete dias expostos as aguas do rio; Tempo Il — 14 dias apds
tempo I, 21 dias de exposi¢do; e Tempo IV — sete dias apos
tempo I11). Em cada tempo (I, Il e 11l e IV) foi colhido o
sangue de 20 peixes, sendo 10 animais do grupo controle e 10
do grupo teste. Apds o tempo |11, os 10 animais restantes no
grupo Teste, que estavam mantidos em aguas do Rio Caveiras,
foram retirados e colocados nas mesmas condi¢bes do grupo
controle por mais sete dias, e novamente colhido o sangue dos
animais, sendo este o tempo V.

Os animais foram eutanasiados com dose letal de
hidrocloreto de benzocaina (28 mgL™). Prontamente realizou-
se a coleta sanguinea com auxilio de seringa heparinizada.
Durante todas as etapas 0s animais tiveram a mesma dieta
nutricional e as mesmas condicdes de manejo.

As aliquotas de sangue coletadas (5 pL) de cada animal
foram armazenadas em microtubos de centrifuga do tipo
“eppendorf” contendo 500 pL de soro bovino fetal (SBF).
Imediatamente apds a coleta as amostras foram submetidas as
técnicas do ensaio cometa e teste de microndcleo.
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3.4.3 Ensaio cometa

Para a técnica de ensaio cometa com sangue, “Single
Cell Gel Electrophoresis” SCGE, foi utilizado o método
previamente descrito por Collins et al. (1995) modificado por
Visvardis et al. (1997), com algumas adaptagdes. Os
procedimentos técnicos do ensaio cometa estdo descritos a
sequir:
a) Foram coletados 5 pul de sangue de cada animal e misturados
com 500ul de soro bovino fetal. Desta solugéo, retirou-se 10 pl
e misturou-se em 120 ul de agarose baixo ponto de fusdo (Low
Melting Point - LMP), previamente preparada e levemente
aquecida a 37° C. O ensaio deu-se em triplicata, com o feitio de
trés laminas para cada animal em cada tempo. Analisou-se um
total de 100 celulas por lamina, sendo um total de 300 células
por animal.
b) Esta suspensdo celular foi, entdo, depositada sobre uma
lamina previamente coberta com agarose normal.
c) Apos a deposicdo da mistura agarose LMP e suspensao
celular sobre a lamina, esta foi coberta com uma laminula e
levada a geladeira por 15 minutos.
d) Depois de decorrido o tempo de refrigeracdo, as laminulas
foram gentilmente retiradas. As laminas foram colocadas em
cubetas (cuba de Hellendhal) contendo uma solucdo de lise
(NaCl 2,5M; EDTA 100mM; Tris 10mM) por 30 minutos.
Apos o tempo na solucdo de lise, as ldminas foram transferidas
para a cuba horizontal de eletroforese e, quando necessario, 0s
espacos, se existentes, foram preenchidos com laminas limpas.
e) A cuba foi colocada em uma caixa plastica para permitir que
fosse colocado gelo em volta da mesma. Este procedimento
visa manter todo o processo de desespiralizacdo do DNA e a
propria corrida em uma temperatura de + 4 °C. A cuba foi
mantida, em todo momento, sob refrigeracéo e no escuro.
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f) Na cuba de eletroforese, adicionou-se, suavemente, a solugdo
de eletroforese (NaOH 300 mM; EDTA 1mM) com pH maior
ou igual a 13, de maneira a cobrir as laminas.

g) Antes do inicio da corrida eletroforética, as laminas
permaneceram imersas na solucdo de eletroforese por 21
minutos para a desespiralizacdo do DNA. Em seguida, iniciou-
se a corrida de eletroforese a 25 V e 300 mA por 20 minutos.

h) Apds o tempo de corrida, as laminas foram retiradas da cuba
e neutralizadas com um tampéo de neutralizagdo (Tris 0,4M;
pH 7,5) (pH 7,5) por 15 minutos em uma outra cuba vertical.
m) Posteriormente fixaram-se as laminas em etanol 96% por 5
minutos, deixando-as secar em temperatura ambiente.

i) As laminas foram entdo guardadas para posterior coloracdo e
visualizacdo ao microscopio de epifluorescéncia. Para a
coloracgdo das laminas e posterior visualizacdo ao microscépio,
foram adicionados 30ul do fluoroforo Sybr Green em cada
lamina e esta foi coberta com uma laminula e levada ao
microscopio de epifluorescéncia com aumento de 400x.

j) Foram analisados, em teste cego, por microscopio de
fluorescéncia, 100 nucleos em cada lamina, totalizando 300
nacleos analisados por lamina e um total de 24 mil células
analisadas. As células foram classificadas em cinco classes de
danos pré-definidas (0, 1, 2, 3, e 4 ) 0s quais correspondem ao
tamanho e a proporcao do nucledide/cauda, sendo 0 (classe A,
sem dano aparente, < 5%), 1 (dano pequeno, de 5 a 20%), 2
(dano médio, de 20 a 40%), 3 (dano maximo, de 40 a 95%) e 4
(dano total com nucleo destruido ou em apoptose, > 95%),
Figura 2.
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Figura 2: Cometas encontrados no estudo, classificados de
acordo com a classe de dano em 0, 1, 2, 3 e 4.

DANO 0 DANO 1 DANO 2 DANO 3 DANO 4

Fonte: O proprio autor.

k) Por fim realizou-se a quantificacdo dos tipos de danos e a
atribuicéo de escores em cada classe. Os escores foram obtidos
atraveés da multiplicacdo do nimero (n) de cometas encontrados
em cada classe (A =ndaclasse 0; B=ndaclasse 1; C =nda
classe 2; D = n da classe 3; E = n da classe 4) pelo valor da
classe, utilizando-se a seguinte formula:

Score =0.(A) +1.(B) +2.(C) + 3.(D) + 4.(E)
Numero de células contadas
Como substancia genotdxica padréo de exposicao in vitro
(controle positivo), utilizou-se o peroxido de hidrogénio (H20,)
na concentracdo 5uM. Considera-se, segundo Ciereszko et al
(2005), que o peroxido de hidrogénio causa quebras de fita de
DNA por gerar um radical hidroxila (OH®) préximo a uma
molécula de DNA, através de uma reacdo denominada de
reacdo de Fenton: H,O, + Fe** = OH° + OH + Fe**. O
procedimento foi realizado da seguinte maneira, 1uL de H,0;
foram introduzidos em 10 pL da mistura, sangue total e soro
fetal bovino. Deixou-se o tubo em temperatura ambiente (20 a
25° C) por 30 minutos. Apoés esse periodo, procedeu-se com a
mesma técnica do Ensaio Cometa descrita anteriormente.

3.4.4 Teste do Micronucleo

Para o teste do microndcleo realizaram-se esfregacos
com o sangue total de cada animal, em Triplicata. Utilizou-se a
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técnica descrita por Heddle (1973), com modificagdes. Foi
colocado aproximadamente 1 pl em uma lamina, em seguida
com o auxilio de outra ld&mina realizou-se um esfregaco. Este
permaneceu secando em temperatura ambiente. ApOs esta
secagem procedeu-se a fixacdo, que foi feita com a imerséo das
laminas em etanol absoluto por 15 minutos. As laminas foram
entdo coradas com Giemsa 5% por 20 minutos. Decorrido este
tempo as laminas foram lavadas suavemente sob uma torneira
para retirada do excesso de Giemsa e deixadas a temperatura
ambiente para secagem. Foram analisadas, com dleo de
imersdo, sob aumento de 1000x ao microscépio Optico, um
total de 1000 células por lamina, totalizando 3000 células por
animal e 240 mil células nucleadas no total. Registrou-se, a
cada leitura, o nimero de MN observados em cada lamina
(Figura 3).

Figura 3: Eritrocitos de peixes, com a presenca de
micronucleos (setas).

Fonte: O proprio autor.
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3.4.5 Andlise estatistica

A analise estatistica, para o ensaio cometa, foi realizada
através do teste ndo paramétrico de andlise de variancia
Kruskal-Wallis com nivel de significancia p < 0,05.

3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os animais, tanto do grupo controle quanto do grupo
teste, foram mantidos em temperaturas que variaram de 22 a 28
graus Celsius, com aeragdo mecanica constante e filtro
biologico composto de argila porosa. Os niveis de aménia e pH
mantiveram-se 0S mesmos nos dois grupos, com peguenas
variacOes ndo consideraveis.

Na observacdo dos indices de quebras no DNA
identificados pelo ensaio cometa (Tabela 1 e Figura 4), pode-se
perceber que existe uma diferenca significativa com aumento
no indice de danos no grupo teste (p < 0,001), tanto em relacéo
aos tempos de coleta quanto aos grupos — controle e teste.
Notam-se, que ndo houve variaches estatisticamente
significativas com aumento do indice de danos entre 0s tempos
0 e 7 dias. Evidencia-se, também, um aumento preocupante no
indice de danos principalmente no tempo 21 dias, quando
comparado aos tempos 0, 7 e 28 dias. Ressalta-se, ainda, a
diminuicdo nos danos no tempo 28 dias em relagdo ao tempo
21 dias, visto que os animais foram retirados das aguas do Rio
Caveiras e retomados as aguas do controle, o que evidencia o
fato de ser a agua do Rio Caveiras a provavel causadora dos
danos encontrados, e, também a possivel existéncia de um
mecanismo de reparo, quando da retirada do agente agressor.
Ainda em relagdo a Tabela 1 e Figura 4, pode-se observar a
existéncia de uma diferenca significativa nos controles
positivos, Grupos Teste e Controle, induzidos, somente no
tempo 21 dias, fato que corrobora com a ideia de ser a 4gua do
Rio Caveiras a causadora dos danos encontrados.
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Tabela 1: Indice geral de danos ao DNA pelo ensaio cometa.

indice de Danos®

Dias: 0 7 21 28
Grupos:

Teste 1.41aA 1.42aA 2.23cA  1.85bA
Controle 1.47aA 1.37aA 1.65bB 1.59bB

Teste Induzido 3.17aB 3.19aB 3.23aC 3.22aC

Controle Induzido 3.04aB 3.12aB  3.05aD 3.11aC

TLetras mindsculas significam diferenca significativa nas linhas. Letras
maiusculas significam diferencas significativas nas colunas, para o teste
Kruskal-Wallis (p< 0,05).

Fonte: O préprio autor.

Ferraro (2009), analisando danos genotdxicos em
espécies de Astyanax bimaculatuse, Cyprinus carpio e
Rhamdia quelen, através do Ensaio Cometa, também encontrou
respostas estatisticamente significativas em relacdo aos seus
grupos controle nos bioensaios, principalmente quando o
biomarcador era o Astyanax bimaculatuse e o0 Rhamdia quelen,
mostrando a relevancia do uso desses animais em experimentos
desse género.
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Figura 4: Indice geral de danos comparando-se grupo controle
com grupo teste (a esquerda) e grupo controle induzido com
grupo teste induzido (a direita).
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Fonte: O préprio autor.

Cestari et al (2004) também avaliou efeitos
genotoxicos, pelo Ensaio Cometa, de peixes expostos a agua
contaminada com chumbo, encontrando um grande dano
genético causado aos peixes distribuidos pela América do Sul,
principalmente sobre a traira, espécie utilizada em seu estudo.
Os autores concluiram, além de outras coisas, o fato de existir a
necessidade de mais estudos relacionados a possiveis danos
ambientais em peixes nativos.

Grisolia et al (2009), em estudos com exposi¢do de
peixes as dguas do lago Paranod, encontrou um indice de danos
ao DNA bem maior em espécies de peixes detritivos e que se
alimentam no fundo do lago, como € o caso do Jundia, também
relatado por Piaia, Townsend e Baldisserotto (1999), do que
em relacdo as outras espécies. Estes estudos reforcam a
importancia da utilizacdo de pardmetros bioldgicos, bem como,
0 uso do Jundia como um bioindicador de contaminacao
ambiental, no experimento, e, também, os danos encontrados
no presente estudo.
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Os resultados do Teste do MN (Tabela 2) em Rhamdia
quelen expostos as &guas do Rio Caveiras mostraram uma
frequéncia muito baixa de MN encontrados. A maior
frequéncia encontra-se no tempo 21 dias. Observou-se, na
analise descritiva dos dados, que ndo houve variabilidade
suficiente entre os achados, ndo havendo, portanto, a
necessidade de aplicacdo de um teste estatistico para evidenciar
a ndo existéncia de diferengas significativas entre 0s grupos.
Hayashi et al. 1998, ao avaliarem organismos aquaticos para
deteccdo genotdxica, sugerem que a habilidade do Teste MN
em detectar baixos niveis de contaminacdo deve ser melhorado.
Porém, Al-Sabti (2000) encontrou resultados significativos
quando analisou espécies de Carpa, 0 que pode sugerir
diferencas espécie-especificas para a deteccdo de danos
genotoxicos em diversas espécies de organismos. Fato que
também foi relatado por Grisolia e Cordeiro (2000), quando
analisaram trés espécies diferentes de peixes expostos ao
mesmo tratamento com agentes mutagénicos.

Tabela 2: Frequéncia de Micronucleos encontrados por grupo
e por dia de analise.

Frequéncia de Micronucleos’

Dias: 0 7 21 28
Grupos:

Grupo Teste 0,067 0,067 0,100 0,100
Grupo 0,100 0,100 0,200 0,133
Controle

Porcentagem (%) de Micron(cleos encontrados, em um universo de 3000
células analisadas por animal.
Fonte: O proprio autor.
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Ramsdorf et al (2009) também ndo encontraram
diferencas significativas entre os grupos controle e tratados,
para 0s microndcleos pisceos em testes de ecotoxicidade com
Chumbo, assim como Ferraro et al (2004), que também
observaram a genotoxicidade desse mesmo xenobidtico,
através do ensaio cometa e micronucleos em peixes nativos
(traira). J& no ensaio cometa os autores, assim como o presente
trabalho, observaram uma diferenca significativa entre o0s
grupos controle e contaminados, reforcando o fato de que o
ensaio cometa é mais sensivel e, portanto, gera resultados mais
significativos, sendo, entdo, um bom teste para
biomonitoramento ambiental. Bicker, Carvalho e Alves-
Gomes, (2006) também ressaltam a simplicidade e
sensibilidade do Ensaio do Cometa, o que faz dele um sistema
adequado de teste para biomonitoramento de exposicao.

3.6 CONCLUSAO

As aguas do Rio Caveiras, no ponto analisado, causam
danos genotdxicos importantes e significativos na espécie
analisada.

Observou-se, também, que a retirada dos animais da
exposicdo as aguas do Rio Caveiras, diminuiu
significativamente os danos ao DNA dos biomarcadores,
comprovando, ainda mais, o fato de ser a dgua do Rio a
causadora dos efeitos genotoxicos.

O Ensaio Cometa, em relacdo ao Micronucleo,
mostrou-se mais efetivo na captacdo da genotoxicidade nos
animais, fato que o assegura como um bom teste para
biomonitoramento ambiental.
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CONSIDERACOES FINAIS

Estudos que envolvem analise de parametros
biolégicos, ao invés de somente fisicos e quimicos, sdo
necessarios em pesquisas gque visam um biomonitoramento
ambiental mais completo e conclusivo. Para tanto, o presente
estudo visou analisar, através da exposicdo de biomarcadores,
possiveis danos ao DNA de peixes expostos as aguas do Rio
Caveiras em pontos com parametros fisico-quimicos e
microbioldgicos sabidamente alterados. Com isso, buscou-se
monitorar os efeitos das aguas do Rio, em um ponto pré-
estabelecido, sobre o DNA de peixes da espécie Rhamdia
quelen, através de testes como o Ensaio Cometa e o
Micronucleo pisceo.

Os peixes apresentaram alto indice de danos ao
DNA quando observados pelo Ensaio Cometa, j& no MN
pisceo, ndo foram observados resultados significativamente
diferentes entre o grupo Teste e o grupo Controle. Fato que
reforca 0 Ensaio Cometa como um teste mais sensivel e
contundente na analise de danos genotoxicos, sendo, este, um
bom teste para biomonitoramento ambiental.

Salienta-se que o local de coleta de agua e,
consequentemente, exposicao dos peixes, € utilizado por varias
pessoas como acampamento, realizando pesca, banhos de rio e
captura de agua para o preparo de alimentos e ingestdo. Este
fato é extremamente preocupante, sendo necessario, Vvisto 0s
resultados no presente trabalho, o alerta a populacdo dos riscos
que 0S mesmos se submetem.

Por ser um trabalho pioneiro na regido, ainda tém-
se muito a adequar e fazer. Muitas dificuldades foram sentidas,
principalmente em relagdo & manutengdo dos animais em
laboratorio e a adaptacéo dos testes ao sangue dos peixes. Por
isso, faz-se necessario, mais estudos em relacdo as espécies
nativas — nao somente ao Jundia- em outros pontos do Rio
Caveiras, como a montante da &rea urbana, por exemplo, para
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que se tenha uma comparacdo mais contundente da
contribuicdo urbana de Lages sobre o ambiente aquético e, para
que isso sirva de alerta e conscientizagdo de todos, sobretudo
do poder publico local.
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APENDICE 1: Resultados Micronucleos.

TEMPO | Controle TEMPO | Teste
CONTROLE | FREQUENCIA RIO FREQUENCIA

CAVEIRAS

1 1 1 0

2 0 2 0

3 0 3 2

4 0 4 0

5 0 5 0

6 1 6 0

7 0 7 0

8 0 8 0

9 0 9 1

10 0 10 0

TOTAL 0,067 TOTAL 0,1
TEMPO 1I TEMPO II

11 1 11 0

12 0 12 1

13 0 13 1




63

14 1 14 1
15 0 15 0
16 0 16 0
17 0 17 0
18 0 18 1
19 0 19 0
20 0 20 1
TOTAL 0,067 TOTAL 0,167
TEMPO Il TEMPO Il
21 0 21 1
22 0 22 0
23 1 23 1
24 0 24 0
25 0 25 0
26 1 26 1
27 0 27 1
28 0 28 0
29 1 29 1
30 0 30 1
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TOTAL 0,1 TOTAL 0,2
TEMPO IV TEMPO IV

31 1 31 0
32 0 32 1
33 0 33 0
34 1 34 1
35 0 35 1
36 1 36 0
37 0 37 0
38 0 38 0
39 0 39 0
40 0 40 1

TOTAL 0,1 TOTAL 0,133
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APENCICE 2: Resultados Ensaio Cometa (Normais e
Induzidos). Onde, P = peixe; D = dano; S = score; F =
frequéncia; NCA = numero de células analisadas; M = média e
T = total.

CONTROLE - 1* COLETA -

TEMPO I - DIA ZERO

P |DO|D1|D2|D3|D4| S | F(®%) | NCA
Cl|35| 112 | 123 | 24| 6 | 151 | 8833 | 300
C2 |39 | 144 | 84 |21 | 12 | 141 | 87,00 | 300
C3 |46 | 134 | 95 |17 | 8 | 136 | 84,67 | 300
C4 |54 | 117 | 102 | 22| 5 |136| 8200 | 300
C5 |28 | 109 | 135 | 25 | 3 | 155 | 90,67 | 300
C6|52|131 | 95 | 9 | 13 | 133 | 8267 | 300
C7 |48 | 114 | 126 | 10 | 2 | 135 | 84,00 | 300
C8 (33| 94 | 152 | 13| 8 | 156 | 89,00 | 300
Co |28 | 123|136 | 9 | 4 |146| 90,67 | 300
C10| 18 | 111 | 99 | 57 | 15 | 1,80 | 94,00 | 300
M |38,1|118,9|114,7|20,7| 7,6 | 1,47

PESO
T | 3811189 | 1147 | 207 | 76 MEDIO

= 17,39
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CONTROLE - 22 COLETA -
TEMPO Il - 7 DIAS

P |DO| D1 | D2 | D3| D4| S | F(%) | NCA
Cl1| 32| 144 | 108 | 13 | 3 | 1,37 | 89,33 | 300
Cl2| 34| 125 | 94 | 41 | 6 | 153 | 8867 | 300
C13| 29 | 154 | 98 | 14 | 5 | 1,37 | 90,33 | 300
Cl4| 31| 134 | 116 | 12 | 7 | 1,43 | 89,67 | 300
C15| 37 | 123 | 121 | 13 | 6 | 1,43 | 87,67 | 300
Cl6| 36 | 132 | 107 | 23 | 2 | 1,41 | 8800 | 300
Cl7| 41| 121 | 102 | 32 | 4 | 146 8633 | 300
ci8| 43| 142 | 97 | 17 | 1 | 1,30 8567 | 300
Cl9| 48 | 152 | 82 | 11 | 7 [ 1,26 | 84,00 | 300
C20| 57| 164 | 67 | 8 | 4 |1,13| 81,00 | 300
M [38,8] 139,1 | 99,2 | 184 | 45 | 1,37

PESO
T |388| 1391 | 992 | 184 | 45 MEDIO

= 18,79
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CONTROLE - 32 COLETA
- TEMPO Il - 21 DIAS
P |DO|D1| D2 | D3 |D4| S | F(%) | NCA
C21| 22 |108| 115 | 35 | 20 | 1,74 | 92,67 | 300
C22| 33|95 123 | 27 | 221|170 | 89,00 | 300
C23[ 31| 94| 132 | 33 |10 | 1,66 | 89,67 | 300
C24| 39|97 | 115 | 25 | 24 | 1,66 | 87,00 | 300
C25| 35 [102| 131 | 17 | 15 | 1,58 | 88,33 | 300
C26| 39 [111| 117 | 19 | 14 | 1,53 | 87,00 | 300
C27| 53|93 | 103 | 31 | 20| 157 | 8233 | 300
C28| 30 | 86 | 112 | 39 | 33 | 1,86 | 90,00 | 300
C29| 41| 92| 127 | 21 | 19 | 1,62 | 86,33 | 300
C30| 34 [105| 131 | 18 | 12 | 1,56 | 88,67 | 300
M |35,7(98,3|120,6| 26,5 |18,9| 1,65
PESO
T |357|983 1206 | 265 |189 MEDIO
= 19,1g
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CONTROLE - 42 COLETA -

TEMPO IV - 28 DIAS

P|DO|D1|D2|D3|D4| S | F(%) | NCA
C31| 17 | 112 | 121 | 32 | 18 | 1,74 | 94,33 | 300
C32| 24| 103 | 112 | 33 | 28 | 1,79 | 92,00 | 300
C33| 41| 8 | 135 | 24 | 15 | 162 | 86,33 | 300
C34| 45| 98 | 118 | 25 | 14 | 155 | 8500 | 300
C35|47 | 104 | 135 | 9 | 5 | 140 | 8433 | 300
C36| 43| 113 | 119 | 16 | 9 | 145 | 8567 | 300
C37|60 | 117 | 92 | 21 | 10 | 1,35 | 80,00 | 300
C38| 32| 108 | 96 | 33 | 31 | 1,74 | 89,33 | 300
C39| 45| 99 | 108 | 23 | 25 | 161 | 8500 | 300
C40| 31| 106 | 127 | 19 | 17 | 162 | 89,67 | 300
M |385|104,5|116,3| 23,5 | 17,2 | 1,59

PESO
T [385|1045 | 1163 | 235 | 172 MEDIO

= 19,99
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TESTE - 1° COLETA -
TEMPO I - DIA ZERO

P |DO|/D1|D2|D3|D4| S | F(%) | NCA
R1 |21 | 121 |[131| 23 | 4 | 156 | 9300 | 300
R2 |36 | 122 |114| 21 | 7 | 1,47 | 8800 | 300
R3 |40 | 155 | 67 | 29 | 9 | 1,37 | 86,67 | 300
R4 |28 | 144 | 98 | 24 | 6 | 145 | 90,67 | 300
R5 |39 | 128 [106| 25 | 2 | 1,41 | 87,00 | 300
R6 | 21 | 150 [102| 18 | 9 | 1,48 | 9300 | 300
R7 |27 | 119 |107| 45 | 2 | 159 | 91,00 | 300
R8 |39 | 175 | 64 | 17 | 5 | 1,25 | 87,00 | 300
RO |60 | 179 | 46 | 7 | 8 | 1,08 | 80,00 | 300
RIO| 41 | 111 |114| 33 | 1 | 1,47 | 8633 | 300
M |352(140,4|94,9| 242 | 53 | 1,41

PESO
T | 3521404 |949 | 242 | 53 MEDIO

=17,79
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TESTE - 2° COLETA -
TEMPO Il - 7 DIAS

P |[DO| D1 |D2|D3|D4| S |F(®)| NCA
R11 | 25 | 132 | 121 | 6 | 16 | 1,52 | 91,67 | 300
R12 | 33 | 143 | 105| 4 | 15 | 1,42 | 89,00 | 300
R13 | 42 | 124 | 100 | 17 | 17 | 1,48 | 86,00 | 300
R14 | 35 | 129 | 101 | 20 | 15 | 1,50 | 88,33 | 300
R15 | 41 | 152 | 86 | 7 | 14 | 1,34 | 86,33 | 300
R16 | 31 | 157 | 87 | 13 | 12 | 1,39 | 89,67 | 300
R17 | 25 | 161 | 84 | 14 | 16 | 1,45 | 91,67 | 300
R18 | 21 | 143 | 104 | 21 | 11 | 1,53 | 93,00 | 300
R19 | 45 | 149 | 89 | 7 | 10 | 1,29 | 8500 | 300
R20 | 40 | 150 | 97 | 2 | 11 | 1,31 | 86,67 | 300

M | 338 144 | 97,4 | 11,1 (13,7 1,42

PESO

T | 338 | 1440 | 974 | 111 | 137 MEDIO

= 18,79
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TESTE - 3* COLETA - TEMPO

11 - 21 DIAS
P|DO|D1|D2|D3|D4| S | F(%) | NCA
R21| 22 | 35 | 98 | 123 | 22 | 2,29 | 139,00 | 300
R22| 18 | 29 | 119 | 114 | 20 | 2,30 | 141,00 | 300
R23| 31 | 14 | 131 | 97 | 27 | 225 | 1345 | 300
R24| 29 | 26 | 103 | 113 | 29 | 2,29 | 1355 | 300
R25| 35 | 64 | 85 | 103 | 13 | 1,98 | 1325 | 300
R26| 12 | 22 | 115 | 126 | 25 | 2,43 | 144,00 | 300
R27| 17 | 23 | 112 | 131 | 17 | 2,36 | 141,50 | 300
R28| 14 | 41 | 95 | 131 | 19 | 2,33 | 143,00 | 300
R29| 13 | 58 | 121 | 92 | 16 | 2,13 | 143,50 | 300
R30| 55 | 63 | 45 | 111 | 26 | 1,97 | 122,50 | 300
M | 24,6 | 37,5 [102,4|114,1| 21,4 | 2,23
PESO
T | 246 | 375 | 1024 | 1141 | 214 MEDIO
=173
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TESTE - 4° COLETA - TEMPO

IV - 28 DIAS
P |DO|D1|D2|D3|D4| S |F(@®)| NCA
R31 | 35 | 67 | 88 | 95 | 15 | 1,96 | 88,33 | 300
R32 | 27 | 54 | 97 | 102 | 20 | 211 | 91,00 | 300
R33 | 44 | 55 | 111 | 77 | 13 | 1,87 | 8533 | 300
R34 | 49 | 71 | 121 | 52 | 7 | 166 | 83,67 | 300
R35 | 28 | 75 | 125 | 63 | 9 | 1,83 | 90,67 | 300
R36 | 33 | 62 | 132 | 55 | 18 | 1,88 | 89,00 | 300
R37 | 38 | 51 | 144 | 53 | 14 | 1,85 | 87,33 | 300
R38 | 41 | 60 | 152 | 43 | 4 | 1,70 | 86,33 | 300
R39 | 39 | 45 | 143 | 57 | 16 | 1,89 | 87,00 | 300
RAO | 40 | 49 | 168 | 35 | 8 | 1,74 | 86,67 | 300
M | 374|589 (1281 63,2 | 12,4 | 1,85
PESO
T | 374 | 589 | 1281 | 632 | 124 MEDIO
=17,1g
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TESTE INDUZIDO - 1°
COLETA-TEMPO'I -

DIA ZERO

P [DO|D1|D2|D3|D4| S | F(%) | NCA
Rli | 12 | 18 | 35 | 98 | 137 | 3,1 | 96,00 | 300
R2i | 9 | 15| 46 | 85 | 145 | 3,14 | 97,00 | 300
R3i | 5 | 21|49 |112] 113 | 3,02 | 98,33 | 300
R4i | 3 | 12| 19 | 82 | 184 | 3,44 | 99,00 | 300
R5i | 7 | 22| 31|88 | 152|319 | 97,67 | 300
R6i | 5 | 16 | 25 | 91 | 163 | 3,30 | 98,33 | 300
R7i | 7 | 15| 37 | 89 | 152 | 321 | 97,67 | 300
R8i | 3 | 8 | 55|63 | 171 | 3,30 | 99,00 | 300
ROi | 13 | 23 | 61 | 45 | 158 | 3,04 | 9567 | 300
R10i | 14 | 18 | 49 | 104 | 115 | 2,96 | 9533 | 300
M | 7,8 |16,8/40,7|857| 149 | 3,17

T | 78 | 168|407 | 857 | 1490
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TESTE INDUZIDO - 2°
COLETA -TEMPO Il - 7 DIAS

P|DO|D1|D2|D3|D4| S | F(%) | NCA
R1li| 2 | 9 | 21 | 175 | 93 | 316 | 99,33 | 300
R12i| 4 | 12 | 18 | 199 | 67 | 3,04 | 98,67 | 300
R13i| 5 | 18 | 13 | 166 | 98 | 3,11 | 9833 | 300
R14i| 1 | 10 | 19 | 135 | 135 | 331 | 99,67 | 300
R15i| 0 | 13 | 17 | 154 | 116 | 3,24 | 100,00 | 300
R16i| 7 | 22 | 25 | 143 | 103 | 3,04 | 97,67 | 300
R17i| 3 | 11 | 15 | 164 | 107 | 3,20 | 99,00 | 300
R18i| 5 | 7 | 20 | 94 | 174 | 342 | 9833 | 300
R19i| 9 | 12 | 16 | 132 | 131 | 321 | 97,00 | 300
R20i| 8 | 15 | 14 | 154 | 109 | 3,14 | 97,33 | 300

M | 44 | 12,9 | 17,8 |151,6|1133| 3,19

T | 44 | 129 | 178 | 1516 | 1133
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TESTE INDUZIDO - 3*
COLETA-TEMPO III - 21

DIAS

P|DO|D1|D2|D3|D4| S |F(®)| NCA
R21i| 3 | 7 | 15 | 170 | 105 | 3,22 | 99,00 | 300
R2i| 1 | 9 | 16 | 187 | 87 | 3,17 | 99,67 | 300
R23i| 7 | 15 | 19 | 156 | 103 | 3,11 | 97,67 | 300
R24i| 2 | 9 | 21 | 143 | 125 | 327 | 99,33 | 300
R25i| 1 | 11 | 14 | 163 | 111 | 3,24 | 99,67 | 300
R26i| 11 | 13 | 22 | 141 | 113 | 3,11 | 96,33 | 300
R27i| 5 | 7 | 9 | 162 | 117 | 3,26 | 98,33 | 300
R28i| 4 | 9 | 13 | 98 | 176 | 3,44 | 98,67 | 300
R29i| 9 | 12 | 16 | 132 | 131 | 3,21 | 97,00 | 300
R30i| 5 | 10 | 16 | 135 | 134 | 3,28 | 98,33 | 300

M | 48 | 10,2 | 16,1 |148,7(120,2| 3,23

T | 48 | 102 | 161 | 1487 | 1202
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TESTE INDUZIDO - 4°
COLETA -TEMPO IV - 28

DIAS

P |[DO|D1|D2|D3|D4| S | F(%) | NCA
R31i| 0 | 11 | 17 | 162 | 110 | 3,24 | 100,00 | 300
R32 | 5 | 13 | 12 | 175 | 95 | 3,14 | 9833 | 300
R33i| 6 | 14 | 21 | 142 | 117 | 3,17 | 98,00 | 300
R34i| 9 | 10 | 19 | 125 | 137 | 3,24 | 97,00 | 300
R35i | 3 | 12 | 17 | 154 | 114 | 3,21 | 99,00 | 300
R36i | 11 | 13 | 24 | 143 | 109 | 3,09 | 96,33 | 300
R37i| 5 | 12 | 11 | 151 | 121 | 3,24 | 9833 | 300
R38i| 7 | 12 | 15 | 101 | 165 | 3,35 | 97,67 | 300
R39i | 11 | 9 | 17 | 125 | 138 | 3,23 | 96,33 | 300
R40i | 6 | 14 | 12 | 133 | 135 | 3,26 | 98,00 | 300

M | 63| 12 | 165 [141,1[1241| 3,22

T | 63| 120 | 165 | 1411 | 1241
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CONTROLE INDUZIDO - 1°
COLETA-TEMPO I - DIA

ZERO

P|DO|D1|D2|D3|D4| S |F(@®)| NCA
Cli| 9 | 15 | 51 | 72 | 153 | 3,15 | 97,00 | 300
C2i| 18 | 22 | 47 | 66 | 147 | 3,01 | 94,00 | 300
C3i| 24 | 33 | 30 | 81 | 132 | 2,88 | 92,00 | 300
C4i| 12 | 18 | 75 | 39 | 156 | 3,03 | 96,00 | 300
C5i| 21 | 24 | 39 | 77 | 139 | 2,96 | 93,00 | 300
C6i| 12 | 27 | 51 | 63 | 147 | 3,02 | 96,00 | 300
C7i| 27 | 36 | 42 | 52 | 143 | 2,83 | 91,00 | 300
C8i| 9 | 21 | 54 | 65 | 151 | 3,09 | 97,00 | 300
Coi| 18 | 12 | 36 | 60 | 174 | 3,20 | 94,00 | 300
C10i| 6 | 27 | 33 | 51 | 183 | 3,26 | 98,00 | 300

M | 156 | 235 | 458 | 62,6 |152,5| 3,04

T | 156 | 235 | 458 | 626 | 1525
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CONTROLE INDUZIDO - 2°
COLETA - TEMPO Il - 7 DIAS

P|DO| D1 |[D2| D3 | D4| S | F(%) | NCA
Clli| 15 | 13 | 34 | 142 | 96 | 297 | 9500 | 300
c12i| 7 18 | 40 | 112 | 123 | 3,09 | 97,67 | 300
C13i| 3 11 | 48 | 132 | 106 | 3,09 | 99,00 | 300
Cl4i| 2 6 55 | 92 | 145 | 324 | 99,33 | 300
C15i| 12 5 43 | 122 | 118 | 3,10 | 96,00 | 300
C16i| 1 7 22 | 147 | 123 | 328 | 99,67 | 300
C17i| 6 16 | 23 | 129 | 126 | 3,18 | 98,00 | 300
c18i| 8 11 | 13 | 166 | 102 | 3,14 | 97,33 | 300
C19i| 4 15 | 21 | 188 | 72 | 3,03 | 9867 | 300
C20i| 17 | 23 | 26 | 91 | 143 | 3,07 | 94,33 | 300

M | 75 | 125 | 325 | 132,1 |1154] 3,12

T | 75 | 125 | 325 | 1321 | 1154




79

CONTROLE INDUZIDO - 3*
COLETA-TEMPO III - 21

DIAS

P | DO |D1|D2|D3|D4| S | F(%) | NCA
C2li| 16 |21 | 32 | 132 | 99 | 292 | 94,67 | 300
C22i| 12 | 25| 41 | 107 | 115 | 2,96 | 96,00 | 300
C23i| 18 | 20 | 27 | 123 | 112 | 2,97 | 94,00 | 300
C24i| 7 |34 | 28 | 121 | 110 | 2,98 | 97,67 | 300
C25i| 13 |33 | 43 | 115 | 96 | 2,83 | 9567 | 300
C26i| 9 |12 | 23 | 129 | 127 | 3,18 | 97,00 | 300
C27i| 14 | 8 | 17 | 132 | 129 | 3,18 | 9533 | 300
C28i| 5 | 7 | 21 | 145 | 122 | 324 | 9833 | 300
C29i| 7 |12 | 25 | 156 | 100 | 3,10 | 97,67 | 300
C30i | 11 |15 | 37 | 102 | 135 | 3,12 | 96,33 | 300
M | 11,2 |18,7| 29,4 |126,2 |114,5| 3,05

T | 112 | 187 | 294 | 1262 | 1145
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CONTROLE INDUZIDO - 4*
COLETA -TEMPO IV - 28

DIAS
P/ DO|D1|D2|D3|D4| S | F(%) | NCA
C3li| 9 | 17 | 19 | 143 | 112 | 3,11 | 97,00 | 300
C32i| 20 | 23 | 21 | 113 | 123 | 2,99 | 93,33 | 300
C33i| 11 | 19 | 17 | 129 | 124 | 3,12 | 96,33 | 300
C34i | 13 | 11 | 21 | 133 | 122 | 3,13 | 9567 | 300
C35i | 19 | 17 | 23 | 132 | 109 | 2,98 | 93,67 | 300
C36i | 13 | 19 | 18 | 130 | 120 | 3,08 | 9567 | 300
C37i| 14 | 11 | 20 | 147 | 108 | 3,08 | 9533 | 300
C38i| 4 | 12 | 22 | 155 | 107 | 3,16 | 98,67 | 300
C39i 15 | 16 | 143 | 118 | 3,16 | 97,33 | 300
C40i | 7 | 10 | 28 | 114 | 141 | 324 | 97,67 | 300
M | 11,8 | 154 | 20,5 [133,9|118,4| 3,11
T | 118 | 154 | 205 | 1339 | 1184




