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RESUMO 

Contexto: Acidentes ou desastres nucleares podem contaminar corpos d'água e métodos de monitoramento 
ambiental são necessários para avaliar baixos níveis de radiação. Objetivo: Avaliar a genotoxicidade em peixes, 
Oreochromis niloticus, tilápia do Nilo, sob exposição ao crômio radioativo (51Cr), como fonte de radiação gama, 
utilizando o teste de micronúcleos e outras anormalidades nucleares. Metodologia: Tilápias adultas foram 
submetidas à dose de radiação gama de 20 Gy/dia, através da incorporação na dieta de óxido de crômio radioativo, 
51Cr2O3, e administrado durante os sete dias do período experimental, totalizando aproximadamente 140 Gy. 
Durante esse período amostras de sangue periférico foram coletadas [dias 0 (controle), 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7] e 
analisadas pelo ensaio do micronúcleo e outras anormalidades nucleares eritrocitárias. Resultados: A exposição 
subcrônica ao 51Cr causou um aumento dependente do tempo (p<0,05) nas anormalidades nucleares, micronúcleos, 
núcleo deformado, broto nuclear, ponte nuclear, células binucleadas e células apoptóticas. Além disso, os 
resultados revelaram uma forte correlação entre a frequência de micronúcleos e das outras anormalidades 
nucleares. Contribuições teórico-metodológicas: A tilápia do Nilo demonstrou poder ser um organismo vivo capaz 
de ser utilizado para o biomonitoramento na contaminação por baixa radiação gama em ambiente de água doce, 
decorrente da contaminação. Contribuições sociais e ambientais: Os resultados sugerem que a análise morfológica 
e a frequência de micronúcleos em hemácias periféricas de tilápia do Nilo podem ser consideradas parâmetros 
confiáveis na avaliação biomarcadores citogenéticos em alimentos e ambientes aquáticos contaminados com 
agente radioativo, 51Cr, emissor de radiação gama. 
 

PALAVRAS-CHAVE: Radionuclídeos. Biomonitoramento. Tilápia do Nilo 

 

1  INTRODUÇÃO 

 

A liberação de materiais radioativos em ambientes aquáticos e terrestres contamina 

o meio ambiente diretamente ou indiretamente através da geração de radionuclídeos 

artificiais derivados de acidentes ou testes nucleares. A radiação ionizante, gama, proveniente 

de radionuclídeos é considerada um agente genotóxico e que pode induzir mutações 

genéticas, aberrações cromossômicas e morte celular (BAUDIN et al., 2021; MAVRAGANI et al., 

2019; OKUNO, 2013; SUGIMOTO et al., 2014). 

Durante os anos de pico da produção de plutônio nos reatores nucleares em 

Hanford, localizada às margens do rio Columbia, no estado de Washington, e operado pelo 

Governo Federal dos Estados Unidos, liberou crômio-51,51Cr, diariamente dos reatores no rio 

(NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 2002). Esse radionuclídeo afeta principalmente o trato 

gastrointestinal, ossos e órgãos reprodutivos e formadores de sangue de organismos 

aquáticos, como os peixes (ASWOOD; AL-HAMZAWI; KHADAYEIR, 2019). 

O óxido de crômio (III) é o composto inorgânico de fórmula Cr2O3 e não é absorvido 

pelo trato gastrointestinal, brânquias ou outra possível via de absorção em tilápia do Nilo 

(SAKITA et al., 2015). No entanto, o 51Cr2O3 é um emissor de radiação gama ionizante e um 

potencial mutagênico (TAUHATA et al., 2013), que pode levar à ejeção de elétrons dos átomos, 

íons e íons eletricamente carregados quando localizados dentro ou próximos às moléculas de 

DNA, podendo promover reações químicas que alteram as bases do DNA, causar graves danos 

ao material genético, como rearranjos assimétricos com formação de fragmentos, não 

disjunção e quebra (KIRSCH-VOLDERS; FENECH, 2001). 

Para avaliar o dano ao DNA em peixes, o teste de micronúcleo, MN, tem sido 

utilizado por ser potencialmente sensível (AL-SABTI; METCALFE, 1995). Além disso, outras 

anormalidades nucleares nas células também são indicadores de mutagenicidade, como 

núcleo deformado, broto nuclear, ponte nuclear e células binucleadas e apoptóticas e essas 
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anormalidades correspondem a diferentes processos biológicos (BAUDIN et al., 2021; OSMAN; 

ABUEL-FADL; KLOAS, 2012). Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar a frequência 

de anormalidades nucleares, como biomarcadores citogenéticos, induzidas pela exposição 

subcrônica à radiação gama e produzidas pelo decaimento do crômio (51Cr), na forma de 
51Cr2O3, em tilápias do Nilo (Oreochromis niloticus L.), usadas como modelo experimental para 

biomonitoramento. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

O presente trabalho foi realizado no Centro de Energia na Agricultura – CENA, 

Universidade de São Paulo, Piracicaba, São Paulo, Brasil e Laboratório de Ciências Funcionais 

da Universidade do Oeste Paulista, UNOESTE, Presidente Prudente, São Paulo, Brasil (CEUA, 

protocolo nº 551). 

Foram utilizados 80 adultos de tilápia-do-Nilo revertidos sexualmente e com peso 

inicial médio de 200,6 g ± 11,4 g, distribuídos randomicamente em 80 aquários com volume de 

250 L. Os aquários dispunham de sistema fechado de recirculação de água independentes, 

com aeração, aquecimento controlado por meio de aquecedores elétricos ligados a termostato 

(26,0 ± 1,0 °C) e filtragem física e biológica da água por meio de biofiltro. Os restos de 

alimentos e acúmulo de excretas foram sifonados e realizado diariamente o monitoramento 

dos parâmetros físicos e químicos da água através do auxílio de sonda multiparâmetros YSI 

556® (YSI Environmental, Yellow Spring, OH, USA). Os parâmetros da água durante o 

experimento permaneceram constantes: oxigênio dissolvido 9,8 ± 2,2 mg/L; temperatura 21 ± 

1°C; pH 8,1 ± 0,5 e condutividade 780 ± 10 μhos. 

Os peixes foram alimentados duas vezes ao dia (8 e 18 h) até a saciedade com ração 

basal composta de 30,0% de proteína digestível e 3.000 kcal/kg de energia digestível e incluída 

em cápsulas gelatinosas de 1,0 g (NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 2011; OFFICIAL METHODS 

OF ANALYSIS, 2016). Duas cápsulas contendo crômio radioativo, 51Cr2O3, incorporado na ração 

foram fornecidas diariamente, sendo uma as 8 h e a outra as 18 h e cápsulas contendo apenas 

a ração basal até saciedade. A dose de radiação absorvida estimada para cada peixe (peso 

médio 200g), a partir da contaminação oral de 51Cr, foi de 20 Gy/dia (WEGST, 1987). 

No início do período experimental (dia 0) e a cada 24 horas, dez exemplares foram 

aleatoriamente capturados, utilizando uma tabela de sequencia gerada pelo programa R 

(HARRELL, 2015) e anestesiados por imersão em solução de benzocaína (100 mg/L). Amostra 

de sangue foi coletada da veia caudal de cada exemplar no dia 0 (controle), 1, 2, 3, 4, 5 6 e 7 

com seringas heparinizadas e imediatamente espalhadas em lâminas de vidro limpas, secas ao 

ar durante a noite e depois fixadas em metanol absoluto por 15 minutos. Cada lâmina foi 

corada com solução de Giemsa 5% por 20 minutos (GRISOLIA; CORDEIRO, 2000). Lâminas em 

triplicata foram feitas para cada peixe e 3.000 células foram avaliadas por dois pesquisadores 

experientes às cegas usando um microscópio de luz (Leica DM 750, câmera Leica ICC50 HD - 

Leica Biosystems Nussoch GmbH, Alemanha) acoplado ao software Leica Application Suite 

(LAS) EZ . 

Os principais critérios para identificação do micronúcleo (MN) basearam-se em 

considerar a ausência de conexões com o núcleo principal, coloração semelhante e tamanho 
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entre 1/10 a 1/30 do tamanho do núcleo principal (AL-SABTI; METCALFE, 1995), uma vez que a 

maioria dos cromossomos de peixes é muito menor do que os cromossomos de mamíferos 

(SCHMID, 1975). Os critérios estabelecidos para a identificação dos micronúcleos foram 

rigorosamente seguidos para garantir uma pontuação autêntica (MATSUMOTO et al., 2006). 

Células com aparência oval com citoplasma intacto, núcleos ovais com membrana nuclear 

intacta, micronúcleos menores ou iguais a 1/3 do tamanho dos núcleos principais, 

micronúcleos claramente separados dos núcleos principais e micronúcleos não refringentes 

foram considerados para contagem. 

As anormalidades citológicas observadas no presente estudo foram classificadas em 

anormalidades nucleares (ANs). As ANs incluem células com um núcleo principal com um 

núcleo menor claramente separado denominado micronúcleo (MN); núcleos com “notched” 

no núcleo foram anotados como deformados (DN); núcleos contendo eucromatina e tendo 

uma evaginação (broto) relativamente pequena da membrana nuclear como broto nuclear 

(NBu). Uma formação semelhante a uma ponte entre dois eritrócitos foi identificada como 

ponte nuclear (NBr) e células contendo dois núcleos e um citoplasma comum como células 

binucleadas (BNC). Células com núcleos fragmentados foram consideradas apoptóticas (AC) 

(ANBUMANI; MOHANKUMAR; SELVANAYAGAM, 2012).  

A análise estatística foi realizada por meio do software GraphPad Prism versão 5.02. 

Para determinar a distribuição normal dos dados, foi realizado o teste de Kolmogorov-Smirnov. 

O Teste t de Student’s foi utilizado para comparar a frequência de anormalidades nucleares 

encontradas em todos os momentos de amostragem que foram estatisticamente comparadas 

com o controle (dia 0) e entre si. O teste de correlação de Pearson foi realizado para 

determinar possíveis relações entre os valores de MN e possíveis anormalidades nucleares. Em 

todos os casos, o nível de significância selecionado foi inferior a 5% (p<0,05). 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A tilápia do Nilo é um dos peixes de água doce mais utilizados em estudos 

toxicológicos, pois apresenta uma série de características que podem torná-la um modelo 

adequado para uso como espécie indicadora em programas de biomonitoramento 

(FIGUEIREDO-FERNANDES et al., 2007; OSMAN; ABUEL-FADL; KLOAS, 2012). 

Neste estudo, houve variação na frequência de micronúcleos entre os indivíduos no 

dia 0 (controle), 0,23  0,15%, além de outras anomalias celulares, núcleo deformado 0,31  

0,12%, broto nuclear 0,31  0,12%, ponte nuclear - micrócito 0,29  0,15%, células binucleadas 

0,19  0,33% e células apoptóticas 0,24  0,44% [Tabela 1 e Figuras 2A - Micronúcleos (MN), 

2B - Núcleo deformado (DN), 2C - Broto nuclear (NBu), 2D - Ponte nuclear - Microcito (NBr), 2E 

- Célula binucleada (BNC); e 2F - Células apoptóticas (AC)]. A frequência dos micronúcleos pode 

variar consideravelmente de um indivíduo para outro (0,03 a 0,47%), e essas diferenças 

dependem de fatores genéticos e ambientais, assim como a dieta, idade e sexo (PASTOR et al., 

2002) e para diminuir os efeitos genéticos, ambientais, assim como manejo, idade e sexo, 

utilizamos exemplares da mesma desova, revertidos sexualmente (machos) e ração basal e 

manejo semelhantes. 
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O teste de micronúcleo e outras anomalias em eritrócitos de peixes deve ser 

realizado em vários momentos após a exposição, possibilitando assim rastrear possível 

aumento das alterações nas frequências (ANBUMANI; MOHANKUMAR, 2011) e neste estudo 

as coletas foram feitas diariamente durante os sete dias do período experimental e o aumento 

verificado na frequência de micronúcleos deve ser decorrente do mau reparo das quebras da 

dupla fita do DNA, levando a trocas simétricas e assimétricas de cromátides e cromossomos ou 

fragmentos que não conseguem ser incluídos nos núcleos-filhos ao final da telófase durante 

mitose devido à falta de fixação do fuso durante o processo de segregação na anáfase (FENECH 

et al., 2011). Um aumento estatisticamente significativo na formação de MN também foi 

observado em estudos com outras espécies de peixes, Ictalurus punctatus em uma lagoa de 

resfriamento em um local contaminado por Chernobyl (SUGG et al., 1996), Esox lucius em 

instalações nucleares e complexos químicos na Sibéria (ILYINSKIKH; ILYINSKIKH; ILYINSKIKH, 

1998) e Catla catla mantidos em aquários (ANBUMANI; MOHANKUMAR; SELVANAYAGAM, 

2012). 

 
Tabela 1. Frequência (média ± desvio padrão) das características nucleares em eritrócitos de tilápia do Nilo 

(Oreochromis niloticus L.) expostos a 7 dias de radiação gama resultante do decaimento de 51Cr, 51Cr2O3*. 

Exposição 
(dias) 

Frequência de anormalidades nucleares** 

MN*** Núcleos 
deformados 

Broto nuclear 
Ponte nuclear - 

Microcito 
Binucleada Apoptótica 

0 (controle) 0.230.15A 0.310.12A 0.310.12A 0.290.15A 0.190.13A 0.240.14A 

1 0.450.21AB 0.380.17AB 0.370.14Ab 0.370.16A 0.280.20Ab 0.370.19A 

2 0.650.30BC 0.470.20ABC 0.460.10B 0.470.19AB 0.41  0.14BC 0.42  0.29AB 

3 0.830.43CD 0.570.20BC 0.510.11BC 0.540.22ABC 0.540.19CD 0.540.12B 

4 0.970.11D 0.620.26BC 0.570.15BC 0.620.26BC 0.570.19CD 0.620.25BC 

5 1.080.15D 0.670.25C 0.610.11BC 0.670.14BC 0.670.12D 0.700.14C 

6 1.180.16DE 0.720.19C 0.660.13BC  0.740.20BC 0.750.25Dd 0.760.21C 

7 1.270.21E 0.750.25C 0.700.14C 0.800.23C 0.80 0.25D 0.820.17C 

* Fonte: Autores.  ** Os resultados na coluna com diferentes sobrescritos diferem significativamente (Student’s t 

Test; p<0.05). *** Micronúcleo. 

 

O teste de micronúcleo e outras anomalias em eritrócitos de peixes deve ser 

realizado em vários momentos após a exposição, possibilitando assim rastrear possível 

aumento das alterações nas frequências (ANBUMANI; MOHANKUMAR, 2011) e neste estudo 

as coletas foram feitas diariamente durante os sete dias do período experimental e o aumento 

verificado na frequência de micronúcleos deve ser decorrente do mau reparo das quebras da 

dupla fita do DNA, levando a trocas simétricas e assimétricas de cromátides e cromossomos ou 

fragmentos que não conseguem ser incluídos nos núcleos-filhos ao final da telófase durante 

mitose devido à falta de fixação do fuso durante o processo de segregação na anáfase (FENECH 
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et al., 2011). Um aumento estatisticamente significativo na formação de MN também foi 

observado em estudos com outras espécies de peixes, Ictalurus punctatus em uma lagoa de 

resfriamento em um local contaminado por Chernobyl (SUGG et al., 1996), Esox lucius em 

instalações nucleares e complexos químicos na Sibéria (ILYINSKIKH; ILYINSKIKH; ILYINSKIKH, 

1998) e Catla catla mantidos em aquários (ANBUMANI; MOHANKUMAR; SELVANAYAGAM, 

2012). 

O período de exposição neste estudo foi de sete dias e os resultados revelaram 

aumento significativo (p<0,05) na frequência de MN de maneira dependente do tempo. Estudo 

usando 60Co como fonte de radiação gama em peixes de água doce, Catla catla, mostrou que a 

frequência MN atingiu o pico no dia 12 e que provavelmente é o tempo necessário para a 

produção de células nascentes que sofrem danos no DNA para atingir a circulação periférica do 

rim cefálico ou do baço sob condições estressantes (ANBUMANI; MOHANKUMAR; 

SELVANAYAGAM, 2012). Entretanto, outros estudos sobre as taxas de micronúcleos de várias 

espécies de peixes (Tilapia rendalli, Oreochromis niloticus e Cyprinus carpio), os resultados 

demonstraram que esse aumento ocorre entre o primeiro e o quinto dia após o início da 

exposição (GRISOLIA; CORDEIRO, 2000).  

Os resultados revelaram também uma correlação positiva entre as frequências de 

MN e anormalidades nucleares (Figuras 1A, 1B, 1C, 1D e 1E), sugerindo a importância de 

outras anormalidades nucleares como biomarcadores prospectivos (OSMAN et al., 2010). A 

expressão simultânea de anormalidades morfológicas nucleares (ANs), juntamente com MN 

são consideradas como indicadores de citotoxicidade e genotoxicidade, respectivamente 

(GRISOLIA et al., 2009). As anormalidades nucleares surgem de fragmentos cromossômicos 

acêntricos ou cromossomos inteiros que acabam sendo perdidos durante a mitose e 

geralmente são formados devido à exposição a atividades clastogênicas e/ou aneugênicas de 

substâncias. Além disso, a velocidade do início da ocorrência dessas alterações pode depender 

da espécie, genótipo, mecanismos de reparo do DNA, segregação cromossômica deficiente, 

estado imunológico, sexo e idade do indivíduo (ZÚÑIGA-GONZÁLEZ et al., 2001).  

Poucos estudos foram realizados utilizando peixes expostos à radiação gama 

(ANBUMANI; MOHANKUMAR, 2011; ANBUMANI; MOHANKUMAR; SELVANAYAGAM, 2012; 

ILYINSKIKH; ILYINSKIKH; ILYINSKIKH, 1998) e neles a exposição à radiação ocorreu com resíduos 

radioativos diluídos em meio aquoso e lançados extensivamente em rios ou em tanques 

laboratoriais. No entanto, este estudo difere dos demais, pois utilizou o elemento radioativo 

como fonte de radiação ionizante incorporada à dieta, com o objetivo de simular a ingestão de 

alimentos contaminados. 

Juntamente com MN, várias outras anormalidades nucleares como núcleo 

deformado, broto nuclear, ponte nuclear, célula binucleada e células apoptóticas foram 

observadas em peixes durante a exposição subcrônica à radiação gama gerada pelo 

decaimento do 51Cr e administrada por via oral para peixe tilápia do Nilo (representado nas 

Figuras 2A, 2B, 2C, 2D, 2E e 2F). As alterações morfológicas nucleares podem ser devidas a 

células que duplicaram, mas não completaram a citocinese e a amplificação gênica e serão 

eliminadas por brotamento ou divisão mitótica incompleta (FENECH, 2007). A presença de 

eritrócitos binucleados (em divisão mitótica) no sangue periférico pode estar associada ao 

aumento temporário da capacidade de transporte de oxigênio, ou a uma forma de senescência 
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celular (HOUSTON; MURAD, 1995). Além disso, a mutação do gene na lâmina nuclear pode 

resultar em anormalidades nucleares (STRUNJAK-PEROVIC et al., 2009). 

No presente estudo, observaram-se pontes entre células binucleadas e as referidas 

alterações nucleares, embora em baixa frequência, em eritrócitos periféricos, o que também 

foi observado em outro estudo utilizando peixes Catla catla (Ham.) expostos à radiação gama 

(ANBUMANI; MOHANKUMAR; SELVANAYAGAM, 2012). A radiação ionizante é conhecida por 

induzir quebras na fita dupla do DNA, causando a formação de cromossomos dicêntricos que 

se manifestam como pontes nucleoplasmáticas na citocinese (FENECH, 2007). 

Os resultados da correlação de Pearson mostraram uma correlação positiva 

significativa entre as frequências de MN e outras anormalidades nucleares: Núcleo Deformado 

[r(Pearson)=0,9983, IC 95% = 0,99 a 1,00, R2=0,9965, p<0,0001 (Fig. 1A) ], Broto Nuclear 

[r(Pearson)=0,9974, IC 95% = 0,97 a 1,00, R2=0,9948, p<0,0001 (Fig. 1B)], Microcito 

[r(Pearson)=0,9958, IC 95% = 0,98 a 1,00 , R2=0,9916, p<0,0001 (Fig. 1C], Binucleado 

[r(Pearson)=0,9954, IC 95% = 0,95 a 1,00, R2=0,9909, p<0,0001 (Fig. 1D)] e Apoptótico 

[r(Pearson )=0,9945, IC 95% = 0,95 a 1,00, R2=0,9891, p<0,0001 (Fig. 1E)]. Observações 

semelhantes, evidenciadas pela correlação entre a frequência de MN e outras anormalidades 

nucleares também foram encontradas em outros estudos (CAVAS; KONEN, 2008; RYBAKOVAS; 

BARSIENE; LANG, 2009). 
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Figura 1. Imagens representativas de várias anormalidades celulares eritrocíticas no peixe tilápia do Nilo exposto à 

exposição aguda de radiação gama (51Cr) no peixe tilápia do Nilo. As anomalias nucleares observadas foram (A) 

Micronúcleos (MN), (B) Núcleo deformado (DN), (C) Broto nuclear (NBu), (D) Ponte nuclear - Microcito (NBr), (E) 

Célula binucleada (BNC); e (F) Células apoptóticas (AC). 

   

   

Fonte: Autores. 

 

 

Nesse estudo foram observados brotos nucleares e essa anormalidade nuclear é 

formada quando uma ponte nucleoplasmática entre os núcleos se rompe e os remanescentes 

encolhem em direção aos núcleos (ANBUMANI; MOHANKUMAR; SELVANAYAGAM, 2012; 

UTANI et al., 2010). Essas e as anormalidades dos “núcleos da cauda” também foram 

observadas em hemácias de peixes e em linfócitos humanos expostos à radiação gama 

proveniente do decaimento de radioisótopos do acidente nuclear de Chernobyl (KRAVTSOV et 

al., 2000).  

 

 
  

(A) (B) (C) 

(D) (E) (F) 
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Figure 2. Teste do coeficiente de correlação de Pearson (p<0,05) da frequência de micronúcleo (MN) e 

anormalidades nucleares em eritrócitos de tilápias do Nilo expostas a radiação gama e proveniente de ração 

contaminada com 51Cr (radiação gama). (A) Correlação entre a frequência de MN e a frequência de Núcleos 

Deformados. (B) Correlação entre a frequência MN e a frequência do botão nuclear. (C) Correlação entre MN e 

frequência de micrócitos. (D) Correlação entre MN e frequência de hemácias binucleadas. (E) Correlação entre MN 

e frequência de hemácias apoptóticas.  

 
 

  

 

 

Fonte: Autores 
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Além disso, observamos que a exposição subcrônica à radiação gama do decaimento 

de radionuclídeos durante o período experimental de sete dias resultou em um aumento 

significativo de anormalidades nucleares e apoptose. Essas anormalidades também foram 

relatadas em estudos com seres humanos (linfócitos do sangue periférico humano) e peixes 

(eritrócitos) e que foram expostos a radiação aguda ou subcrônica e demonstraram induzir 

uma cascata complexa de eventos, como condensação da cromatina, encolhimento celular , 

formação de bolhas e fragmentação (ANBUMANI; MOHANKUMAR; SELVANAYAGAM, 2012; 

YADAV et al., 2021). Além disso, os resultados revelaram uma alta correlação positiva na 

frequência de células binucleadas e que pode ser decorrente da falha da tubulina, dificuldade 

de polimerização e formação do fuso mitótico causado pela ação aneugênica de tóxicos (DE 

CAMPOS VENTURA; DE ANGELIS; MARIN-MORALES, 2008). 

 

4  CONCLUSÃO 

 

Os resultados permitem concluir que tilápias do Nilo são sensíveis a radiação gama, 

decorrente do decaimento do 51Cr, expostas e contaminadas por ração incorporada com o 

elemento mineral na forma radioativa. A substância poluidora causou alterações eritrocitárias 

e anormalidades nucleares, devido à radiação ionizante presente na ração e meio aquático e 

forte correlação entre as alterações eritrocitárias e anormalidades nucleares. Portanto, esta 

espécie demonstrou poder usada como uma ferramenta sensível para monitorar áreas 

afetadas pela radiação. 
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